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The Initiation of Cell Division in the Chaetopterus Egg! 
L. V. Heilbrunn 


Department of Zoology, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, 
and the Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Massachusetts 


and 


W. L. Wilson 


Department of Physiology and Biophysics, College of Medicine, University of 
Vermont, Burlington, Vermont, and the Marine Biological Laboratory, Woods Hole, 
Massachusetts 


(Received October 28, 1954) 


Basic to an understanding of the cancer problem is a knowledge of 
what makes cells divide and what prevents them from dividing. No amount 
of talk about somatic mutations, no purely morphological studies of the 
chromosomes of cancer cells can explain why it is that cells in the brain 
or liver or other organs begin to divide and form tumors when normally 
they rarely if ever show any signs of division. What induces these cells to 
divide? In other words, what explanation can we give of the stimulus to 
mitosis? 

For the most part, those who have attempted to attack this problem 
have studied either the induction of tumors in animals like rats or mice, 
or they have done experiments on marine eggs. In both types of work, 
it was at first felt that only certain specific chemicals could induce cells 
to divide, but later it was shown over and over again that extremely 
diverse types of chemical substances and also various types of physical 
treatment could be effective. Could it be possible that all these diverse 
agents had a specific effect on the cell protoplasm? Older theories had 
held that the initiation of cell division was due to an increase in the rate 
of protoplasmic oxidation, or that it was due to an increase in the permea- 
bility of the plasma membrane of the cell. These older ideas have been 
shown definitely and decisively to be wrong (for discussion, see H eil- 


1 This investigation was supported by a research grant from the National 
Cancer Institute, National Institutes of Health, Public Health Service. 
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brunn 1952a, 1952b). The only theory that at present seems to have 
any chance of success is a theory that interprets the initiation of mitosis 
in terms of the protoplasmic colloid. When an egg cell is stimulated to 
divide, there is a release of calcium from the cortex of the cell and this 
calcium entering the cell interior causes there a clotting or gelation which 
results in the formation of the mitotic spindle. Much evidence has been 
presented in favor of this theory and this evidence is summarized in the 
publications cited above. For the egg of the worm Chaetopterus, it has 
been clearly shown that all of the many types of agents that can induce 
cell division produce decrease in the rigidity of the cortex of the cell, an 
effect which is almost certainly to be associated with a release of calcium 
from the cortex. Such agents include hypertonic solutions, isotonic 
potassium chloride, cold, heat, acids, alkalies, fat solvents, and ultraviolet 
radiation. It is the purpose of this paper to show that these agents, ob- 
viously so different in nature, all cause a sharp increase in the viscosity 
of the protoplasm in the interior of the Chaetopterus egg, a viscosity in- 
crease which presumably represents, or is responsible for, the mitotic 
gelation. 


Methods 


All of the experimental work was done on eggs of the annelid worm 
Chaetopterus pergamentaceus. The worms were obtained in the vicinity 
of the Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Massachusetts. The 
methods used were essentially the same as those described in previous 
papers on the Chaetopterus egg, see especially Heilbrunn and Wilson 
(1948). However the centrifuge used was not an Emerson hand centrifuge, 
but one of a similar type”. When the handle of the centrifuge was turned 
once every two seconds, a centrifugal force of approximately 2400 times 
gravity was developed. In measuring protoplasmic viscosity, we deter- 
mined the number of seconds required to move the lighter, fatty particles 
of the protoplasm to one end of the egg and the heavier granules to the 
opposite end. The end point was taken as the number of seconds just 
necessary to make visible three distinct regions of the protoplasm. This 
number of seconds is the “viscosity value,” and it is an arbitrary number. 
We have no certain information as to the absolute value of the viscosity 
of Chaetopterus protoplasm, but from data on other marine eggs, it is 
probable that our arbitrary viscosity values represent units of approxi- 
mately half a centipoise, so that when we record a value of 8, the absolute 
viscosity value in centipoises is approximately 4. The normal viscosity 
of unfertilized Chaetopterus egg protoplasm in arbitrary units is approxi- 
mately 7. 

In determining percentages of cleavage, one cannot always be sure that 
an egg which is divided into two or more cells has actually gone through 


? This was made for us by Mr. J. A. Appenzeller of the Zoology Depart- 
ment of the University of Pennsylvania. Mr. Appenzeller constructed a 
suitable head for a hand cream separator purchased from Sears and Roebuck. 
The radius of turn of the centrifuge head was 8 cm. 
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processes of mitosis. No great accuracy can therefore be claimed for the 
counts of cell division. However, it is clear that the mitotic-inducing 
agents that we used did actually cause high percentages of cell division. 
Moreover, in many cases the eggs thus induced to begin their partheno- 
genetic development went on to produce swimming larvae. 


Results 


In reporting our results we shall not attempt to record all the experi- 
ments we performed. In experiments on marine eggs, slight differences 
in experimental procedure can produce very different results. Eggs 
which under a given set of conditions will show a rather high percentage 
of cleavage, will under slightly different conditions show little or no 
cleavage. Sometimes, too, the condition of the eggs is a deciding factor. 
Apparently it is necessary to produce just enough of an effect on the 
protoplasm; a little too much and the eggs may die without dividing. 
Hence we were concerned mostly with finding just the right concentration 
or intensity of a stimulating agent and the proper exposure time necessary 
to produce a relatively high percentage of divisions. Then, following such 
treatment and well before the eggs divided, we sought to discover whether 
or not the protoplasm in the interior of the eggs showed any marked 
change in viscosity. Because the results obtained were consistent, we 
did not try to multiply our experiments, and we were usually content 
with only a few repetitions. In what follows, we will cite only repre- 
sentative experiments. It should perhaps be noted that when Chaeto- 
pterus eggs are allowed to stand for a long time in sea water, many of the 
eggs show abnormal divisions. Indeed the Chaetopterus egg has a strong 
tendency to be naturally parthenogenetic, a fact which is to be correlated 
with the observation that in aging Chaetopterus eggs the cortex tends to 
liquefy (Wilson and Heilbrunn 1953). Obviously, in all studies of 
the initiation of mitosis in Chaetopterus, counts of controls must be made, 
and unless an agent is successful in initiating cell division in a few hours, 
no certain conclusions can be drawn. 


Hypertonic solutions. In Loeb’s original studies on the Chaetopterus 
egg (Loeb 1901), he found that the most successful of all the partheno- 
genetic agents that he tried were hypertonic solutions. In our earlier 
work (Wilson and Heilbrunn 1952), we also found such solutions 
very effective. Hypertonic solutions have a very marked effect on the 
viscosity of the protoplasm in the interior of Chaetopterus eggs. Thus 
when eggs were placed in a solution containing 85 ml. of sea water plus 
15 ml. of 2.5 molar NaCl, the viscosity of the interior protoplasm rose in 
10 minutes from a value of 8 to a value slightly above 60. A little later, 
the viscosity was found to be 70. But it never rose above this value, and 
indeed with the passage of time, the viscosity seemed to become slightly 
lower. When, after varying lengths of exposure to the hypertonic solution 
(10-80 min.) the eggs were returned to sea water, the protoplasm soon 
became very fluid again, with a viscosity of about 7. Cleavages were 
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fewer in this experiment than is usual after exposure to hypertonic 
solutions. Exposures of 10, 20, 40, 60, 80 minutes gave 0, 2, 3, 6, 23% 
cleavage respectively. 

Isotonic KCI solutions. These solutions of potassium chloride are 
excellent parthenogenetic agents. In one experiment, we washed the eggs 
3 times in a solution of 0.53 molar KCl, and then observed the effect of 
the solution on protoplasmic viscosity. The washing operation required 
10 minutes. A viscosity test made 28 minutes after the first immersion in 
the soluticn showed a viscosity of well over 40, as compared with a con- 
trol value of 8. Eggs were exposed to the KCI solution for 35, 50, 65, 
and 90 minutes, and four hours after the time of first immersion in the 
solution they showed cleavage counts of 42, 27, 38, and 10% respectively. 
At the same time, the control eggs, which had remained in sea water, 
showed only 1% cleavage. 

Cold. In our experiments, we did not find cold to be a very effective 
agent in initiating cell division. However, in one case, we found that 
eggs exposed for 1 minute to a temperature of — 1°C. and then transferred 
to sea water at 21°C. showed the next day 44% cleavage as compared 
with 5% cleavage in the control eggs which had stayed at a temperature 
of 21°C. Moreover, 22% of the eggs thus exposed to cold for 1 minute 
developed into swimming larvae; none of the control eggs developed into 
swimming larvae. Longer exposures were not so successful. Thus when 
eggs were exposed 2 minutes to —1°C., although 52% cleaved, only 1% 
formed swimming larvae, and no swimmers were produced at all when 
the eggs were exposed for 4 and for 10 minutes. It is difficult to make 
viscosity tests of eggs in the cold, for the process of centrifuging soon 
raises the temperature. However, there does appear to be an increase in 
protoplasmic viscosity when eggs are exposed to temperatures of — 1°C. 
At any rate, after the eggs are removed from the cold, many of them 
show a high level of viscosity in the interior. Thus in another experiment 
in which eggs were exposed to 0°C. for 1 and 2 minutes, after return of 
the eggs to a temperature of 21°C., 28% of the eggs exposed for 1 minute 
showed a viscosity of 12 or above; tests were completed 19 minutes after 
eggs had been taken from the cold. Control eggs (at 21°) all had a viscos- 
ity of 8. 

Heat. Brief exposures to heat can cause rather a high percentage of 
eggs to divide. We tried temperatures from 39° to 45°C., exposing the 
eggs for periods of 1 and 2 minutes. The eggs were pipetted into dishes 
coniaining the warm sea water, and then at the end of the exposure period, 
they were returned to sea water at room temperature. We found that 
temperatures of 43° and above were too high and temperatures of 39° and 
below were too low to cause any high percentage of initiation of division. 
The table shows an experiment in which the eggs were exposed to tem- 
peratures of 42°, 41°, and 40°. 

The viscosity of these eggs was tested some minutes after the eggs were 
removed from exposure to the heat. In general, many or indeed most, of 
the eggs showed a definite increase in viscosity. Thus 90% of the eggs 
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exposed to 42° for 1 minute showed a viscosity well above 8; the test was 
made 29 minutes after they had been placed in hot sea water. Similarly, 
of those exposed for 2 minutes to the same temperature, 98% showed 
a definite increase in protoplasmic viscosity. Of the eggs exposed to 40° 
for 1 minute, 50% showed a definite increase in protoplasmic viscosity. 
How high the viscosity rose in these eggs is not certain, although the results 


Percent of cleavage following exposure to heat 


Exposure temperature 42° 41° 40° Control 
71 6 0 
2 min. .'. .. 10 


of another experiment indicate that the rise may have been considerable. 
It is thus clear that exposure to temperatures which cause initiation of 
cleavage is indeed followed by an increase in the viscosity of the proto- 
plasm in the interior of the egg cell. 

Acid. To 500 ml. of sea water, 12 ml. of 0.1n HCl were added. The mix- 
ture was kept for 2 days in a large fingerbow] so as to allow carbon dioxide 
to escape. The pH of the solution was then found to be 4.40. Eggs were 
placed in this acid sea water, and then at various times, the protoplasmic 
viscosity of these eggs was compared with that of the control eggs. At the 
beginning, both sets of eggs had a viscosity of approximately 6, but after 
16 minutes of exposure, 46% of the eggs in the acid solution showed a viscos- 
ity above 8; and at 41 minutes, this percentage had risen to 80%. The 
viscosity of the control eggs remained low. Some eggs were removed from 
the acid solution after an exposure of 34 minutes. Six hours later, 
a cleavage count showed that 49% of these eggs had divided; the control 
eggs counted at the same time showed no divisions. A small percentage 
of the eggs exposed to acid produced swimming larvae. 

Alkali. In our rather limited experience, addition of small amounts 
of alkali had no effect in causing initiation of cell division. On the other 
hand, if a sufficient amount of alkali was added so that the solution was 
able to act as a parthenogenetic agent, the concentration of alkali was 
sufficient to cause a precipitation of calcium and magnesium hydroxides. 
Hence, the effect obtained may not have been due to the hydroxy] ion. 
Exposure to sea water to which sufficient NaOH had been added to raise 
the pH to 10.0, caused the viscosity of the protoplasm to rise in some of 
the eggs. Thus, 12% of these eggs showed a viscosity above 8, 7% a viscos- 
ity above 12, and 3% a viscosity above 20. It is possible that various 
eggs of a given lot showed viscosity increases at different times. In order 
to obtain divisions, long exposures to the alkaline solutions were necessary. 
Eggs left in the solution for 5 hours showed 62% cleavage; this is to be 
compared with 22% cleavage in the controls. 

Ether. Eggs were exposed in closed vessels to a solution of 2% ether 
(by volume) in sea water, and they were removed from this solution and 
returned to normal sea water after exposure of 12, 57 and 86 minutes. 
A centrifuge test made after the eggs had been exposed to ether for 
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25% minutes showed that in 32% of the eggs so exposed the protoplasmic 
viscosity had risen to a value above 8, although the control eggs in sea 
water had a viscosity of 8 or below. After several hours, the eggs exposed 
only 12 minutes showed 56% cleavage, and those exposed for 86 minutes 
showed 65% cleavage. The next day, of the eggs exposed 57 and 86 mi- 
nutes, 8 and 13% respectively had developed into swimming larvae; there 
were no swimming larvae among the eggs exposed 12 minutes. 

Ultraviolet radiation. As in our previous work (Wilson and Heil- 
brunn 1952), we used a Uviarc lamp, and the same technique was 
employed. Exposure for 1 minute to the rays from this lamp (at a target 
distance of 9.5m.) had little effect in causing the eggs to divide. However 
a 2 minute exposure caused 37% cleavage in one experiment and 45% 
cleavage in another. Many of the eggs showed a definite increase in 
protoplasmic viscosity. Thus, at 3% hours after exposure, 76% of the 
eggs exposed for 2 minutes showed a viscosity above 6; although the 
control eggs had a viscosity of 6 or below. A little later, another test 
showed that 55% of these eggs exposed for 2 minutes had a viscosity 
above 8, 12% had a viscosity above 10, and 7% had a viscosity above 12. 
Thus clearly enough, exposure to ultraviolet radiation sufficient to cause 
initiation of cell division also causes many of the eggs to show a marked 
increase in protoplasmic viscosity. 


Discussion 


Any reasonably complete theory of cell division must offer an explana- 
tion of why it is that so many different kinds of agents all can make a cell 
divide. 

Of the older theories, none was able to do this. Thus Loeb was never 
able to prove that the various treatments that made marine eggs divide 
all caused an increase in oxidation; indeed his few attempts to show that 
parthenogenetic agents did cause an increase in oxygen uptake were 
marred by the fact that he made an improper use of Winkler’s method of 
determining oxygen in solution (compare Heilbrunn 1915). Not all 
agents which incite cells to divide cause an increase in permeability (see 
Heilbrunn 1952b). Some authors have attempted to explain cell 
division as due to«an inerease in the viscosity or rigidity of the cortex. 
Thus Marsland (1939) believes that his experiments “give strong 
support to the view (Marsland 1938) that a gelation of the cortex of 
the egg, especially in the equatorial region where the furrow will form 
plays an important role in the mechanism of cell division.” Marsland 
found that pressure prevented cell division but he seems to be unaware of 
the well known fact that pressure causes a disappearance of the mitotic 
spindle as well as a liquefaction of the cortex. Also Marsland believed 
he was able to show that at cell division the cortex of sea urchin eggs 
became more rigid, but in his measurements he studied the movement of 
granules which in large measure are not in the region he was supposed to 
be measuring. His work has been strongly criticized (see especially 
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Wilson 1952), and Marsland himself now admits (Marsland and 
Landau 1954) that Wilson is correct in his clear demonstration that 
in the Chaetopterus egg the cortical rigidity does not increase at cell 
division. Moreover neither Marsland nor anybody else has ever 
attempted to demonstrate that all the agents which make a cell divide 
cause an increase in the rigidity of the cortex. Indeed for the Chaetopterus 
egg the exact opposite is true (Wilson and Heilbrunn 1952). 

The work presented here is a continuation of our earlier work. Pre- 
viously we reported that all the agents that caused a Chaetopterus egg to 
divide caused a liquefaction of the cortex; this presumably involves 
a release of calcium. The released calcium should produce a clotting and 
an increase in the viscosity of the interior protoplasm. This now we have 
been able to demonstrate. Thus we can now state that: 


1. Agents which induce division in the Chaetopterus egg liquefy the 
cortex and can be presumed to release calcium ions to the cell interior. 


2. This causes a viscosity increase in the interior protoplasm. 


3. The viscosity increase and also the division of the cell is prevented 
by anti-clotting agents such as heparin and related compounds (H eil- 
brunnand Wilson 1949, 1950; Heilbrunn, Wilsonand Harding 
1951; Heilbrunn, Chaet, Dunn and Wilson 1954). 


Together these facts lend broad support to the theory that the initiation 
of mitosis is due to a clotting reaction initiated by the release of calcium 
from the cortex of the cell. 


Summary 


The various agents which can cause the initiation of cell division in 
the egg of the worm Chaetopterus all cause an increase in the viscosity of 
the interior protoplasm. These agents include hypertonic solutions, iso- 
tonic potassium chloride solutions, cold, heat, acid, alkali, ether and ultra- 
violet radiation. 
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Das Vorkommen von Fila in radialer Anordnung in den 
SchlieBzellen 


Yon 


A. Ziegenspeck 


Mit 2 Textabbildungen 
(Eingelangt am 16. August 1954) 


Durch die Untersuchung mit dem Polarisationsmikroskop, also mit den 
Kompensatoren und dem Farbdichroismus, ist eine Anordnung der feinsten 
Teilchen (Micelle) der Zellmembran in radialer Richtung (die Radiomicel- 
lierung) seit langerer Zeit aufgefunden (Ziegenspeck 1934, 38, 39). 
Das gilt fiir die Stomata mit keilférmigen Verdickungen asymmetrischer 
Natur ebenso wie fiir diejenigen, denen eine solche fehlt. Nur ein Teil 
der symmetrischen Verdickungen (Gramineen und Coniferen) hat in den 
sekundiren Verdickungen tangentiale Anordnung zum Spalt, bei anderen 
(Cyperaceae, Cycadaceae) sind auch diese radiomicellat. Jedoch bei Feh- 
len der radialen Anordnung in den symmetrischen Verdickungen sind die 
Endkeile immer radialkeilig micelliert. Auf Grund dieser submikroskopi- 
schen Gestaltung wurde der Gegenmicelldehnungssatz aufgestellt, welcher 
besagt. da senkrecht zur Micellierung die Dehnbarkeit der Wand am 
groRten ist. Die schénen Bilder sind als Farbmikrophotogramme (Ziegen- 
speck 1954) veréffentlicht. Zur Demonstration eignet sich besonders die 
Farbdichroskopie mit substantiven Farben, z. B. Benzoazurin, weil die 
Mikroprojektion leicht mit aufgesetzter Polplatte die Wanderung der allein 
gefarbten Zone beim Drehen der Platte projizieren laft. |Vortrage in der 
Bayr. bot. Gesellschaft 1935, 1952, Botaniker-Kongre& in Paris 1954.] 

Gegen Aufstellung einer Radiomicellierung auf Grund dieser Methoden 
kénnte nun der Einwand erhoben werden, da die Anordnung nur er- 
schlossen, nicht unmittelbar zu sehen sei. In letzter Zeit ist durch die Elek- 
tronenmikroskopie, zumal mit dem Matrizenverfahren, aufgezeigt wor- 
den, daf der Aufbau etwas komplizierter ist. 

Man erkennt damit, daf die Zellulosemembranen aus einem meist wenig 
verschlungenen Geflecht von Mikrofibrillen aufgebaut ist. Diese Mikro- 
fibrillen sind, besonders giinstige Verhaltnisse vorausgesetzt, mit den stark- 
sten lichtoptischen Vergréferungen (numerische Appertur!) gerade noch 
auflésbar. Man muff zumeist Verquellung und Anfarben mit dichroiti- 
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schen Farbstoffen, Dunkelfeld, Phasenkontrast und das Polarisationsmikro- 

skop anwenden (Ziegenspeck 1951, 1952, 1953). In selteneren Fallen ver- 

einigen sich die Mikrofibrillen zu gréReren Verbanden (Fila). welche auf 
diesen Wegen sicher nachzuweisen sind. 

Die erste Arbeit. welche die Methodik des Elma auf die Stomata an- 

gewandt hat, ist die von Volz (1952). Sie konnte deutlich die radiale An- 

ordnung in den Schlie&zellen und die 

antagonistische, also tangentiale, in den 

Nachbarzellen erkennen. Gerade in un- 

serem Falle st6R&t jedoch die Anwendung 

des Matrizenverfahrens auf Schwierig- 

keiten, weil die SchlieRzellen aufen und 

innen von Kutikula bedeckt sind. Diese 

hat eine andere Anordnung und Elasti- 

zitat als die Zellulosemembranen. Jedoch 

gerade sie kommt beim Bedampfen mit 

Silizium und Edelmetallen ete. zum Vor- 

schein. Eine Kopie der Aufnahme ist von 

mir (Ziegenspeck 1954) tibernom- 

men worden. Da mit dem Verfahren der 

verfeinerten Lichtmikroskopie an ande- 

ren Objekten mit Erfolg die Fila und 

vielleicht auch Mikrofibrillen nachgewie- 

sen werden konnten (Ziegens peck), 

so lag es nahe, diese Verfahren auf 

die Stomata anzuwenden. Bereits von 

Porsch (1905) sind Abbildungen ver- 

offentlicht, die ohne Deutung eine radi- 

ale Streifung in den iibergroRen SchlieR- 

zellen von Bomenia spectabilis aufzei- 

gen. Ahnliche Dinge kann man auch bei 

Stangeria gewahren. Solche Abbildungen 

muf man jedoch mit gewisser Vorsicht 

deuten, weil vielfach die Streifung in der 

Kutikula liegt (Sarracenia, Darlingtonia) 

und nicht in der Zellulosemembran. Be- 

sonders giinstig fiir die Untersuchung 


Abb. 1. Stomata von Orchis maculata (A und 
B): Listera ovata (C). Unterseite dichroiti- 
sche Farbung mit Benzoazurin. Der Pfeil 
gibt die Schwingungsrichtung des Nicols an, 
in der die Farbung positiv ist. 4 und B mit 
Leitz 610, C mit 8X10 aufgenommen. 
Wahrend in A und B nur die Summe der 
Wirkung der Fila und Mikrofibrillen als 
Schatten erscheint, erméglicht die 
Tiefenscharfe in C die Auflésung in Fila. 
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war Ophioderma (Ophioglossum) pendulum, das ich von Prof. Degener 
aus Hawai und vom Museum Buffon aus Paris von den Sandwichinseln be- 
kam. Es lie# sich mit allen Methoden die radiale Stellung der Fila (Radio- 
filierung) nachweisen und mikrophotographieren. Hiebei leistete die Farb- 
mikrophotographie sehr gute Dienste. Die Farbbilder sind veréffentlicht 


Abb. 2. Moderne Ansichten iiber den Aufbau der Zellulosewande. 

I. Die Striche sind die Makromolekiile F = Fransen, K = kristallisierte Bereiche, 
die sich zu Micellen (M) zusammenlegen. Die Micelle samt Fransen vereinigen sich 
zu Mikrofibrillen (Ff). Aus Réntgen erschlossen. 

II. Schwiicher vergréBert. Die dicken Striche Micelle (M); diese legen sich zu Mikro- 
fibrillen zusammen (F). Letztere vereinigen sich zu Fila (F B). Nach Quellung mit 
dem Elma gerade die Micelle bzw. Komplexe erkennbar. 

Bild des Elma-Fila (FB). FI nicht zu Komplexen vereinigte Mikrofibrillen. 
IV. Bild der verfeinerten Liditoptik. 
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(LZiegenspeck 1954). Bedeutend schwieriger war es, ahnliche Filierung 
bei verwandten Botrychiaceae, Ophioglossaceae und Cycadaceae nachzu- 
weisen. Nun sind diese Familien in vieler Hinsicht ancestral und fallen auch 
sonst aus dem Rahmen der anderen Pflanzenwelt, so da man von einem 
Ausnahmefall reden kénnte. 


Ich war daher bestrebt, bei anderen Pflanzen mit ausnehmend groBen 
SchlieBzellen eine Radiofilierung zu sehen und zu mikrophotographieren. 
Die Methode derselben ist die Verwendung von Objektiven schwicherer 
VergréRerung, aber méglichst hoher numerischer Appertur, also Auflésung, 
weil sie grofe Tiefenscharfe haben. Mit den landlaufigen Immersionen 
kann man wohl diese Dinge erkennen. doch an ein Aufnehmen wegen der 
mangelnden ‘Tiefenscharfe nicht denken. Wir haben mit 1/7 Fluorit- 
Immersion oder gar mit Immersion 8mm von Leitz gute Erfahrungen 
gemacht. Als ein giinstiges Objekt erwies sich die Blattunterseite von Listera 
ovata. Wir geben eine Photographie einer giinstigen Stelle bei (Abb. 1 C). 
Da wir besonders intensive und tiefe Farbung erzielen wollten, haben wir das 
von W. O. Ostwald seinerzeit angeratene Verfahren verwendet. Die meta- 
chromatischen Farben, wie Benzoazurin, haben tiefe Téne in den groben 
Teilen. Diese sind in kaltem Wasser schwer léslich. Beim Aufkochen der L6- 
sung schlagt die blauviolette Farbe in rotviolette um. Man iibergieBt die 
sorgfaltig aufgehellten und ausgewaschenen Abziige mit heifer Farblésung,. 
laBt erkalten und etwa 12 Stunden stehen. Durch Auswaschen in destillier- 
tem Wasser und Fixieren des rechten Farbtones mit kalkhaltigem Wasser 
und Uberfiihren in Euparal kann man sehr gute Priaparate erzielen. Die 
Einbettung in Caedax, Balsam etc. ist weniger zu empfehlen, da die vollige 
Entwasserung und Erzeugung einer labilen Imbibition eine Entquellung 
hervorruft und die Mikrofibrillen und Fila zu sehr einander genihert wer- 
den. 

Indem ich auf das Mikrophotogramm dieser Arbeit und auf die in der 
zitierten Arbeit verweise, betone ich, daB durch den Nachweis leicht sicht- 
barer Fila in radialer Anordnung, die Radiomicellierung und damit der 
Gegenmicelldehnungssatz ein neues Glied der Beweiskette erhalten haben. 
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Einleitung 


Die Versuche zur Erfassung der GesetzmafRigkeiten, welche das Pflan- 
zenwachstum und damit die Ertragsbildung beherrschen, reichen zuriick 
bis zum Begriinder der Agrikulturchemie Justus von Liebig. Seine 
grundlegenden Arbeiten auf dem Gebiete der Pflanzenernahrung begriin- 
deten nicht nur die moderne Diingelehre sondern fiihrten auch zum so- 
genannten ,,Gesetz des Minimums”, welches besagt, da der am wenigsten 
verfiigbare Wachstumsfaktor allein die Héhe des Ertrages bestimme. Erst 
in neuerer Zeit wurde der beschrankte Anwendungsbereich bzw. die Giil- 
tigkeit dieses sogenannten Minimumsgesetzes erkannt, und EF. A. Mitscher- 
lich (1909, 1928, 1950) konnte in einer groRen Anzahl von Gefafiversuchen 
bei Hafer und verschiedenen anderen Kulturpflanzen eine gesetzmafige 
Abhangigkeit des Pflanzenertrages von den verschiedenen Faktoren, welche 
zum Ertrag fiihren, nachweisen. Das von B. Baule (1924) mathematisch 
formulierte Ertragsgesetz, welches als ,,Wirkungsgesetz der Wachstums- 
faktoren“ bekannt ist, hat die Form: 


d 
=4.(4—y) (t) 
bzw. y (1 a) 


Es bedeutet: 
x ... Menge des Wachstumsfaktors, 


y ... erzielter Ertrag an Pflanzenmasse (Trockensubstanz), 
c ... Wirkungsfaktor bzw. Wert des untersuchten Wachstumsfaktors, 
C,... =0,434.c (Umrechnung in Briggsche Logarithmen), 


A... theoretischer Hiéchstertrag von der momentanen Konstellation 
simtlicher anderer Wachstumsfaktoren bedingt. 
Protoplasma, Bd. XLIV/4. 29 
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Diese Formulierung stellt einen theoretischen Idealfall dar fiir einen 
Wadstumsfaktor, welcher keinerlei schidigende Nebenwirkung zeigt. 

Den praktischen Gegebenheiten Rechnung tragend, erweist sich eine Er- 
weiterung als notwendig, und die erweiterte Form des Mitscherlichgesetzes 


resultiert zu y = A(1—10-€4) (2) 
Darin bedeutet: 


k ... einen von Pflanzenart und Wachstumsfaktor abhiangigen ,,Schi- 
digungsfaktor“, welcher die Schidigung bei Anwendung héherer 
Mengen des Wachstumsfaktors in Rechnung stellt, ‘ 


y, A,c,x ... siehe Erklarung zu (1) bzw. (1a). 


Dieses Mitscherlichsche Ertragsgesetz, welches, wie schon erwahnt, em- 
pirisch aus einer groen Zahl von Gefafversuchen abgeleitet wurde, laRt 
F: sich, wenn man die modernen Modell- 
vorstellungen der Biophysik iiber die 
Selbstreproduktion (Th. Neugebauer 
[1939], K. Sommermeyer [1939], P. 
Jordan [1944], Friedrich-Freksa 
[1940, 1948] u. a.) und die Treffertheorie 
(Rajewsky [1948], Timofeeff- 
Ressovsky [1949]) heranzieht, auch 
15 theoretisch ableiten, wie Linser u. 

Grade der lurgordehnung Kaind| (1951) zeigen konnten. Im 

der Lellwand folgenden werden die Griinde fiir das 

Abb. 1. Zustandekommen des Schadigungsfak- 

: tors einer naheren Betrachtung unter- 

Wert dex: zogen. Wahrend die Schadigungsfak- 

toren fiir die Nihrstoffe PO, und K,O 

plasmolyse, einen sehr kleinen Wert haben und 

GP... Zustand bei Grenzplasmo- daher in der praktischen Diinger- 

lyse, anwendung wohl nie ihren, das Pflan- 

N ... Normalzustand der Zelle, zenwachstum und damit die Ertrags- 

G ... Zustand der wassergesattig- bildung hemmenden Einflu& zur Gel- 

ten Zelle. tung bringen, liegen die Verhaltnisse 

beim Wachstumsfaktor Stickstoff ganz 

anders. Hier macht sich mit steigenden Nahrstoffgaben der verhaltnismafRig 

hohe Schadigungsfaktor wohl bemerkbar, und zwar in einer Verminderung 

des Erirages bei steigenden N-Gaben iiber ein bestimmtes Maf hinaus (es 

soll hier nur eine ungeteilte Verabreichung der Diingung, also Sto 8- 

diingung betrachtet werden). Mitscherlich (1948) fiihrt als Ursache 
des Schadigungsfaktors fiir Stickstoff hauptsichlich zwei Griinde an: 


Erstens die Eigenschaft des Getreides, bei iiberhéhten N-Gaben zu ,,la- 


gern’, ein Vorgang, iiber dessen Mechanismus bis heute noch wenig bekannt 
ist, und 


zweitens die Mdglichkeit, da hohe Stickstoffgaben hohe os- 
motische Werte der Bodenlésung bedingen und zu plasmo- 
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lytischen Schadigungen der Wurzelzellen fiihren, woraus eine 
allgemeine Schidigung der Pflanze durch Stérung der Nahrstoffaufnahme 
resultiert. 

Es soll hier noch erwahnt werden, daff diese Schadigungsméglichkeiten 
- umgangen werden kénnen, wenn die N-Gabe nicht auf einmal, sondern in 
mehreren Teilgaben verabreicht wird (Kopetz [1951], Linser [1952]) und 
so den Ernahrungsbediirfnissen der einzelnen Entwicklungsstadien der 
Pflanzen durch diese ,,Stadiendiingung (Linser 1953) Rechnung getragen 
wird. 

Das Problem der Schadigung bzw. der Ertragsdepression des Getreides 
bei zu hohen Stickstoffgaben besitzt groRe praktische Bedeutung fiir unsere 
Ernahrung, weil uns hiedurch bei unseren Bestrebungen zur Erzielung von 
Ertragssteigerungen, wie sie zur Ernahrung einer wachsenden Bevélkerung 
notwendig waren, die Grenzen eng gesteckt sind. 


Zur Klaérung des Sachverhaltes ist es aber notwendig, iiber die os- 
motischen GréRen der Wurzelepidermiszellen der Getreide (nur diese wol- 
len wir in den Kreis unserer Betrachtungen einbeziehen) wahrend der 
ganzen Vegetationsperiode Bescheid zu wissen. Es taucht in diesem Zusam- 
menhang die Frage auf, welche osmotische Gréfe bzw. welcher Zustand 
herangezogen werden soll, um das allgemeine osmotische Verhalten der Zel- 
len zu charakterisieren. Dies macht ein kurzes Eingehen auf die os- 
motischen ZustandsgréRen pflanzlicher Zellen und Gewebe notwendig 
(Ursprung u. Blum 1916, Héfler 1920, Ursprung 1932, 1939, 
Walter 1947). 


Ohne auf den anatomischen Bau der Zellen naher einzugehen (es sei auf die 
umfangreiche Literatur Molisch 1936, Walter 1947 u. a. hingewiesen), kénnen 


die Verhaltnisse am besten durch ein Diagramm veranschaulicht werden (Héfler 
1920) (Abb. 1). 


Dazu sei die osmotische Grundgleichung gebracht (nach Ursprung 1939). 
Sz= Si— W Sz... Saugkraft der Zelle, 

Si... Saugkraft des Inhaltes, 

W ... Wanddruck. 


Walter (1952) gebraucht noch andere Symbole, er schreibt: 

S=WW—P, worin S ... Saugkraft der Zelle in Atmosphiaren, 
W ... osmotischer Wert des Zellsaftes in Atmosphiren, 
P ... Turgor- (bzw. Wand-) Druck in Atmosphiaren. 


Dem Diagramm ist zu entnehmen, daf die Saugkraft einer Zelle beim Zustand 
vollkommener Wassersattigung (G) gleich Null ist, der Turgordruck dabei aber 
seinen groRten Wert hat. Der Turgordruck andert sich bei. Wasserabgabe, sei es durch 
Welken (Austrocknen) oder durch Einbringen der Zelle in eine hypertonische 
Lésung (Plasmolyse) in Richtung Null, wihrend die Saugkraft der Zelle ansteigt. 
Der osmotische Wert steigt vom Zustand der Wassersattigung standig an, wahrend 
der Grad der Turgordehnung der Zellwand bzw. das relative Volumen der Vakuole 
abnimmt. Wenn der Turgordruck den Wert Null erreicht, haben wir den Zustand 
der Grenzplasmolyse erreicht, es beginnt die Ablésung des Plasmas von der Zell- 
wand, und damit setzen Vorgange ein, die irreversibel sein kénnen und zur Schi- 
digung der Zelle fiihren. Eine pflanzliche Zelle hat also sozusagen einen ,,osmo- 
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tischen Lebensraum“ zur Verfiigung, der vom Zustand der Wassersiattigung bis zur 
Grenzplasmolyse reicht und innerhalb dessen die Zelle befiahigt ist, ihre Funktion 
normal auszuiiben, wobei die Zustainde nahe der oberen Grenze wohl nur fiir 
kurze Zeit von der Pflanze ohne Schidigung vertragen werden. Der normale Zu- 
stand einer Zelle wird also irgendwo zwischen G und G P z. B. etwa bei N (siehe 
Abb. 1) sein. 


Zuriikkommend auf die eingangs durchgefiihrten Uberlegungen iiber 
die als eine Ursache zum Zustandekommen des Schadigungsfaktors, im be- 
sonderen fiir N (Stickstoff) im Mitscherlichschen Ertragsgesetz, vermutete 
plasmolytische Schidigung der Wurzelzellen bei hohen Diingergaben ist 
festzustellen, da zur genauen Durchleuchtung dieses Problems die Kennt- 
nis des Grenzplasmolysewertes als Grenze des osmotischen Lebensbereiches 
der fiir die Nahrstoffaufnahme in Frage kommenden Zellen notwendig ist. 
Die vorliegende Untersuchung erstreckt sich also auf die Epidermis des 
Wurzelteiles hinter den Meristemzellen, welcher, mit zahlreichen Wurzel- 
haaren versehen, wohl als die ,,aktive Zone“ (Philipp 1953) der Nahr- 
stoffaufnahme anzusehen ist. Dabei sollen die Verhaltnisse wahrend der 
Bestimmung dieser GréRe méglichst ,,physiologisch“ sein, worauf im fol- 
genden bei der Diskussion der Methodik und ihrer Fehlerquellen ein- 
gegangen wird. 


Die Messung des Grenzplasmolysewertes (Ursprung 1939), also des osmoti- 
schen Wertes bei Grenzplasmolyse, geschieht, wie spater noch genauer angefiihrt 
wird, durch Einbringen der zu untersuchenden Zellen in verschieden konzentriexte 
waRrige Liésungen des Plasmolytikums. Nach einem bestimmten Zeitraum erfolgt 
die Beobachtung im Mikroskop, wobei als Grenzplasmolysewert jene Konzentra- 


tion angesprochen wird, bei welcher 50% der Zellen des Gewebes beginnende Plas- 
molyse zeigen. Besonderes Augenmerk muf der Wahl des Plasmolytikums ge- 
widmet werden. Die Anforderungen, die zu stellen sind, sind folgende: Gutes 
Permeiervermégen durch die Zellwand, Ungiftigkeit, chemische Passivitét und Im- 
permeabilitét fiir das Plasma. Diese strengen Bedingungen sind praktisch wohl 
nur annahernd zu erreichen und am ehesten bei einem Nichtelektrolyten zu er- 
fiillen. So ist. eines der am haufigsten verwendeten Plasmolytika der Rohrzucker. 
Doch auch bei diesem sowie bei einigen anderen gebréuchlichen organischen Plas- 
molytika (Bieb! 1948) ist eine ganz langsame Permeation in die Vakuole (Héfler 
1926) méglich. Statt dem von den meisten Autoren bisher zu plasmolytischen 
Messungen herangezogenem Rohrzucker, wurde fiir die vorliegenden Versuche 
Mannit verwendet. : 

Ein weiterer Punkt ist die Plasmolysezeit. Es konnte gezeigt werden, da dabei 
die Wasserpermeabilitaét eine wichtige Rolle spielt (Huber und Héfler 1930, 
Héfler 1930). Da jede iiber dem Grenzplasmolysewert liegende Konzentration 
eine langsam fortschreitende Plasmolyse hervorruft, mu man notwendigerweise 
den Gleichgewichtszustand abwarten, um den wahren Grenzplasmolysewert zu 
finden. Fiir Rohrzucker geniigt im allgemeinen eine Zeit von 40 Minuten, und man 
darf wohl fiir Mannit dieselbe Zeit annehmen. Andererseits soll der Aufenthalt 
der Zellen im Plasmolytikum nicht zu lange wahren, um Fehler durch Endo- oder 
Exoosmose zu vermeiden. 

Andere Ergebnisse sind bei Verwendung von Elektrolyten als Plasmolytika 
zu erwarten. Die Gefahr einer nennenswerten Permeation wahrend der Ver- 
suchszeit ist hier (wesentlich) gréfer, was bei der Plasmolysezeit Beriicksichtigung 
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finden muf; ebenso muf mit einer nicht unbedeutenden Beeinflussung des Plasmas 
gerechnet werden. Die Eigenschaften des Plasmas bei der Quellung (bei negativer 
Ladung) sind in den Quellungs- (lyotropen) Reihen dargestellt: 

Li>Na>K>Rb>Cs fiir Kationen 
SCN > J > NOs > Br>Cl> Acetat > SO, > Tartrat > Zitrat fiir Anionen 


Bei den zweiwertigen Ionen der Erdalkalimetalle, besonders bei Ca-Ionen, tritt 
die entquellende Wirkung mehr hervor als bei den Alkalimetallen. Man spricht 
hier von einem Ionenantagenismus zwischen K’ und Ca”. Von diesem Gesichtspunkt 
aus und im Hinblick auf die praktische Bedeutung dieser Ionen fiir die Diingung 
wurden im zweiten Teil dieser Arbeit KNOs und Ca(NOs)z als Plasmolytika heran- 
gezogen, Plasmolytika, die friiher vielfach Verwendung fanden, jedoch zur Bestim- 
mung des wahren G P-Wertes, wie oben ausgefiihrt, doch weniger geeignet als 
Rohrzucker bzw. Mannit erscheinen. 

Wiahrend fiir die’ Nichtelektrolyte die Berechnung des osmotischen 
Druckes in Atmosphiaren einfach ist und auerdem fiir viele Verbindungen 
experimentelle Daten vorhanden sind, bestehen bei den Berechnungen fiir 
Elektrolyte Schwierigkeiten, weil hier der Dissoziation durch einen Faktor 
(osmotischer Koeffizient) Rechnung getragen werden muf. Besonders bei 
Ca(NO,), liegen fiir Konzentrationen unter 0,1 Mol/Liter keine experi- 
mentellen Werte, weder fiir die osmotischen Drucke noch fiir osmotische 
Koeffizienten vor, und es ist daher eine mathematische Interpolation fiir 
diese Konzentrationen notwendig. 

Weitere Fehlerquellen stecken in der Préparation des zur Messung ver- 
wendeten Pflanzenmaterials. Daf mechanische Beanspruchung der Zellen 
zu unrichtigen Ergebnissen fiihren kann, wurde besonders von Ursprung 
betont und ist wohl ohne weitere Begriindung einzusehen. Bei der Her- 
stellung von Gewebeschnitten ist dies. aber nicht zu umgehen, auferdem 
sind Beeinflussungen von den aus den verletzten Zellen austretenden Zell- 
inhaltsstoffen zu erwarten. Es kann zur Schein- bzw. Wundplasmolyse 
kommen, wie Héfler (1918) eine abnorm starke Plasmolyse in Zellen nahe 
des Wundrandes bezeichnet. Dies kann durch Infiltration des ganzen Or- 
gans mit dem Plasmolytikum vermieden werden (F. Weber 1929), oder es 
wird wie bei den vorliegenden Versuchen auf die Herstellung von Schnitten 
verzichtet und die Wurzeln unbeschiidigt im Mikroskop beobachtet. 

Nicht zuletzt ist den Licht- und Temperaturverhiltnissen, welche még- 
lichst fiir alle Versuche konstant gehalten werden sollen, Beachtung zu 
schenken, kénnte sich doch der Eintritt des osmotischen Gleichgewichts in 
der Kalte verzégern, indem das Haftvermégen der Zelle zunimmt (We- 
ber u. Hohenegger 1923 sowie Weber 1932). So wurden fiir die vor- 
liegenden Versuche eine Temperatur von 23 + 2°C eingehalten. Hier sei 
auch auf die mikroskopische Beobachtung der Grenzplasmolyse eingegan- 
gen. Die Beobachtung der Plasmolyse, im besonderen der Grenzplasmolyse 
von lebenden Zellen, welche keinen gefarbten Inhalt, sei es durch Chloro- 
oder Chromoplasten oder durch im Zellsaft geléste Farbstoffe besitzen, 
bereitet gewisse Schwierigkeiten. Aus diesem Grunde wurden bisher von 
vielen Autoren Zellen mit gefarbtem Zellinhalt (Algen, Rhoeo) zu grenz- 
plasmolytischen Untersuchungen herangezogen. Eine Vitalfairbung kann 

Protoplasma, Bd. XLIV/4. 30 


i 
: 
: 
har 
: 
= 
if 
4 
3 


394 H. H. Mayr 


gute Dienste leisten, wird aber, da eine Beeinflussung des Plasmas nicht 
auszuschlieRen ist, fiir verschiedene Untersuchungen, wie in der vorliegen- 
den Arbeit, wenn méglich zu vermeiden sein, wenn man statt der gewohn- 
lichen mikroskopischen Einrichtung ein Phasenkontrastmikroskop ’ beniitzt. 
Mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops ist es bei einiger Ubung des 
Beobachters méglich, die Abhebung sonst kaum sichtbarer Plasmen von der 
Zellwand, also die Grenzplasmolyse, genau zu beobachten. 


Vorversuche 


Die Vorversuche sollten iiber die Details der beim Hauptversuch an- 
zuwendenden Methode eine Klaérung bringen und zur Gewéhnung der 
Augen des Beobachiers an das auch im Phasenkontrastmikroskop nur 
schwer erkennbare Protoplasma der Wurzelepidermiszellen sowie seine 
Veranderung bei der Plasmolyse dienen. Es wurden im einzelnen folgende 


Versuche durchgefiihrt: 


a) Wurzeln junger Tomatenpflanzen (aus Erde) wurden gewaschen, nach An- 
schneiden mit einer Rasierklinge wurde ein Gewebestiick herausgerissen, welches 
in eine 0,5 mol. KNOs-Lésung eingebracht und ohne Farbung betrachtet wurde: Es 
war keine Plasmolyse eingetreten. Mit Neutralrot gefirbt (1 Tropfen Stamm- 
lésung + 3 Tropfen HO auf einem Objekttriger mit dem Plasmolytikum ver- 
mischt): Plasmolyse gut zu beobachten. 

b) Wurzeln von Haferkeimlingen (in Vinidurschalen gezogen) wurden mit . 
einer Rasierklinge angeschnitten und von ihnen je ein 1cm langes Gewebestiick 
von der Wurzelspitze abgerissen. Nach Einbringung in mol. KNOs-Lisung konnte 
Plasmolyse in den Wurzelhaaren — nicht in den Epidermiszellen — im Phasen- 
kontrastmikroskop beobachtet werden. Vorher mit Neutralrot 30 Minuten lang 
angefarbte Zellen lassen Plasmolyse deutlich erkennen. 

c) Wurzelgewebestiick von Haferkeimlingen, welches mit Neutralrot bzw. 
Methylenblau 1 Stunde lang gefiirbt wurde, zeigte nach Verweilen von 15 Minuten 
in mol. KNOs-Lésung keine Plasmolyse, was méglicherweise auf Permeation be- 
ruhen kénnte. 

d) Wurzelgewebestiick von Haferkeimlingen, gefarbt mit Neutralrot (i—2 Stun- 
den), zeigte in molarer Lésung von Rohrzucker gute Plasmolyse, wahrend die 
Bilder in KNOs-Lésung ungleichmafiger waren. Die Plasmolyse war bereits 3 Mi- 
nuten nach Einbringen in die Plasmolytika zu sehen. Uberhaupt zeigte sich die 
Plasmolyse nur an Zellen von Gewebestiicken deutlich, welche geschnitten wurden 
(nicht gerissen). 

e) Wurzelgewebestiick von Haferkeimlingen mit = Mannit, > KNOs und 
Rohrzucker als Plasmolytika. 

Mannit zeigte auch ohne Farbung nach 5 Minuten Plasmolyse in den Epidermis- 
zellen. Farbung mit Brillantkresylblau ergab eine bessere Sichtbarkeit der Plasmo- 
lyse, doch trat eine sichtbare Schaidigung des Plasmas (Granulation). der gefirbten 
Zellen ein. 

f) Wurzelgewebestiick von Haferkeimlingen in Mannit: 


m 
2 


1 Fiir die vorliegende Arbeit haben sich die Instrumente, bestehend aus: Binoku- 
lares Mikroskop .CSM*“ mit viereckigem Kreuztisch Nr. 22, Phasenkontrasteinrich- 
tung (Phasenkontrast-Trocken-Achromat-Objektiv Ph 45:1, A—0,65 Phasenkon- 
trast-Kondensor), Mikroskopier-Niedervoltlampe ,,Lux FNI“, Huygens Okular 10 X 
der Optischen Werke C. Reichert AG., Wien, bestens bewahrt. 
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Je 3 bis 4 Gewebeschnitte (Rasierklinge) von 3 bis 4cm langen Wurzeln wurden 
in 10cm* Mannitlésung steigender Konzentration gebracht. Die Schnitte stammten 
aus der Mitte der Wurzeln (1,5—2cm von der Spitze), welche 4 Tage alten Hafer- 
keimlingen entnommen waren (in Vinidurschalen gezogen). Nach 2—5 Stunden 
wurde im Phasenkontrast beobachtet: 
0,02 m: keine Plasmolyse, 
0,03 m: keine Plasmolyse, 
0,04 m: keine Plasmolyse, 
0,05 m: keine Plasmolyse, 
0,06 m: keine, Plasmolyse, 
0,07 m: keine Plasmolyse (Kalyptra), 
0,08 m: keine Plasmolyse, 
0,09 m: 50% der Epidermiszellen plasmolysiert, 
0.1m: Zellen unterhalb der Wurzelspitze zeigen Plasmolyse, auch andere Zellen 
zu etwa 60% plasmolysiert. Deplasmolyse normal. 

Wurzelhaare iiberall durch Bakterien beschidigt, Beobachtung war dadurch 

sehr erschwert. 


Wiederholung von obigem Versuch zeigte: 

0,08 m: 10—20% plasmolysiert, 

0,085 m: 50% plasmolysiert, Deplasmolyse normal, 

0,09 m: 70% plasmolysiert, 

0,095 m: 80—90% plasmolysiert, 

0.4m: 100% plasmolysiert, 

H2O: etwa 5% der Zellen zeigen plasmolyseahnliche Bilder (Vakuolenkontraktion? 
ahnliche Beobachtungen wurden schon von mehreren Autoren [vgl. Ursprung 
1939] beschrieben). 


g) Wurzelgewebestiick von Haferkeimlingen in Rohrzucker: 
Hafer wurde 8 Tage in dest. Wasser angekeimt. 4 Gewebestiicke wurden in 
etwa 10cm? Lisung gebracht. Nach 4 Stunden Beobachtung im Mikroskop. 
0,05 m: 1% der Zellen plasmolysiert, 
0,06 m: nur mechanisch geschidigte Zellen zeigen Plasmolyse, 
0,07 m: nur mechanisch geschadigte Zellen zeigen Plasmolyse, 
0,08 m: einige Zellen plasmolysiert, 
0.085 m: etwa 50% der Zellen plasmolysiert, 
0,09 m: 60—70% der Zellen plasmolysiert, 
0.1m: 90% der Zellen plasmolysiert. 


h) Wurzelgewebestiick von Haferkeimlingen in Mannit (Farbung mit Brillant- 
kresylblau): Gewebestiicke 14 Tage alter Haferkeimlingswurzeln wurden 1 Stunde 
lang in schwach gefarbte, wafrige Brillantkresylblau-Lésung eingebracht, dann in 
Mannitlésung gegeben und nach 1—2 Stunden beobachtet. 

0,1. m: 80—100% der Epidermiszellen plasmolysiert, innenliegende Zellen nicht plas- 
molysiert, jedoch keine Plasmastrémung sichtbar. Kalyptra 95% plasmoly- 
siert, 

0,08 m: 80% der Zellen plasmolysiert, Kalyptra zu 95% plasmolysiert, 

0,05 m: nur beschadigte Zellen zeigen Plasmolyse, 

0: keine Plasmolyse zu beobachten. 

Versuchsbedingungen wie oben, jedoch ohne Vitalfarbung: 

0,4 m: 80—90% der Zellen plasmolysiert, 

0,08 m: 50—70% der Zellen plasmolysiert, Deplasmolyse normal, 

0,05 m: 50% der Zellen plasmolysiert, Bakterien an und in Wurzelhaaren. 
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Versuchsbedingungen wie oben, Verwendung von Brillantkresylblau: Keine 
Plasmolyse, viele Protozoen und Bakterien im Gewebe, leichte Beobachtung. 

Dieser Versuch wurde noch dreimal mit 7, 8 und 10 Tage alten Haferkeimlings- 
wurzeln mit demselben Ergebnis wiederholt. 

i) Haferkeimlingswurzeln in Mannit: 

12 Tage alte Haferkeimlinge, deren Blatter i cm oberhalb des Samenkornes 
abgeschnitten wurden. Die Wurzeln wurden drei Stunden lang im Plasmolytikum 
belassen und anschlieRend Schnitte davon beobuacitet. 
0.3m: 60—90% lassen Plasmolyse erkennen, 
0.1m: 70—80% lassen Plasmolyse erkennex, 

0,08 m: keine Plasmolyse bzw. nur beschidigte Zellen plasmolysiert, 
0,05 m: keine Plasmolyse bzw. nur beschadigte Zellen plasmolysiert, 
0: nur beschddigte Zellen scheinen plasmolysiert (Vakuolenkontraktion). 

Die Wiederholung zeigte dasselbe Ergebnis. 


j) Haferkeimlingswurzeln in Mannit: 

8 Tage alte Haferkeimlinge wurden mit den Wurzeln vier Stunden lang in 
Mannitlisung getaucht und dann Gewebestiicke mittels Rasierklinge abgeschnitten 
bzw. abgerissen. 
0.5m: 90—100% plasmolysiert, 

0,25 m: 90—100% plasmolysiert, 
0,1 m: 90—100% plasmolysiert, Deplasmolyse normal, 
0.5m: 40% plasmolysiert, Deplasmolyse normal. 


Wiederholung des Versuches mit unbeschaédigten Wurzeln zeigte das gleiche 
Ergebnis. 


Dazu ist zu bemerken: 


Die Heranzucht der Haferkeimlinge erfolgte in mit feuchtem Filtrier- 


papier ausgelegten emaillierten Blechwannen, in welche das mit Ceresan 
gebeizte Saatgut (Flamings Treue 1950) ausgestreut wurde. Die Keimung 
erfolgte zwei Tage lang unter dem Fluoreszenzlicht einer ,,Philipsleuchte“ 
und anschlie&end im Tageslicht. Zu den Versuchen wurden jeweils die am 
besten entwickelten Pflanzen herangezogen. Die Beobachtung der Schnitte 
bzw. Wurzeln erfolgte mit dem Phasenkontrastmikroskop (C. Reichert, 
Wien) bei einer VergréRerung 100: 1 und 450:1. Die Versuche mit Vital- 
farbung wurden durchgefiihrt, um die Sichtbarkeit des Plasmas zu ver- 
bessern. Wie sich aus den Vorversuchen ergab, haben jedoch die Vital- 
farbstoffe einen ungiinstigen Einflu& auf die Reproduzierbarkeit der Er- 
gebnisse, was fiir eine Beeinflussung des Plasmas durch Farbstoffe spricht. 
(Gepriift wurden Methylenblau, Neutralrot, Brillantkresylblau.) Dies 
konnte nach Angaben in der Literatur (Bogen 1951) erwartet werden. Im 
Laufe der Zeit konnte durch Ubung auf eine Farbung verzichtet werden. 

Bei der Wahl des Plasmolytikums wurde zuerst an ein anorganisches 
Salz gedacht, jedoch wegen des besseren Uberblickes iiber die Vorginge 
bei der Plasmolyse — wie bereits in der Einleitung ausgefiihrt — Rohr- 
zucker bzw. spater Mannit fiir die Versuche verwendet. 

Mannit zeigte nach Héber (1947) bei Chara-Zellen eine Halbsattigungs- 
zeit von 42.000 Minuten und eine Reaktion innerhalb der Zelle, welche zu 
einer Anderung der Membraneigenschaften des Plasmas fiihren kénnte, ist 
daher wohl ausgeschlossen. Auferdem wurde von der urspriinglichen Me- 
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thode abgegangen, indem statt Gewebeschnitten intakte Wurzeln beob- 
achtet wurden. Es lassen sich so Fehler durch Verletzung von Zellen sowie 
Beobachtungsfehler durch nicht genaues Erkennen der Epidermiszellen ver- 
meiden, auRerdem sind die Permeationsbedingungen iibersichtlicher. Es 
zeigte sich auch, daft eine besondere Schwierigkeit darin besteht, Wurzeln 
von nicht in Wasserkultur, sondern in Erde gezogenen Pflanzen zu 
schneiden; aber die Beobachtung kleiner Seitenwurzeln von Pflanzen, die 
in Erde gezogen waren, verursacht dagegen keine groRen Schwierigkeiten. 
Zusammenfassend ergab sich also aus den Vorversuchen 

erstens, da eine Beobachtung des ungefarbten Protoplasmas von Epi- 
dermiszellen der Wurzeln der Hauptgetreidearten im Phasenkontrast- 
mikroskop mdglich ist; 

zweitens, daft als Plasmolytikum Mannit am geeignetsten ist; 

drittens, am besten unbeschadigte Wurzeln statt Gewebeschnitien 
zur Plasmolyse und zur Beobachtung kommen und © 

viertens, da& der Grenzplasmolysewert der Epidermiszellen der unter- 
suchten Pflanzen ungefahr 0,1 Mol/Liter betragt. Diese Ergebnisse wurden 
bei der Anlage der Hauptversuche beriicksichtigt. 


Hauptversuch mit Mannit als Plasmolytikum 


Zum Hauptversuch wurden Hafer, Sommergerste, Sommerweizen und 
Sommerroggen in MitscherlichgefaRen gezogen. 


Kulturangaben: 
Grunddiingung: 3,6 g 40er Kali + 3,66 g Nitramoncal pro Gefaf 

GefaR Nr. Kultur 

316—319 Hafer (Endress Weiss) 

320—323 Sommergerste (Ackermanns Isaria) 

324—327 Sommerweizen (Hohenstauffen) 

328—331 Sommerroggen (Berna) 


Leondinger Versuchsboden: pH =7,3, H,O = 16,4% 
CaCOs (nach Scheibler) = 3,8% 
P.O, 25,0 mg/100 g Boden 
K,O 7,5 mg/100g Boden 
Durchfiihrung: 
5. 5.1952: Fiillung der GefaRe. 
7.5. 1952: Anbau (38 Korner pro Gefaf). 

10. 5. 1952: Auflaufen der Saat. 

Die Bewiisserung wurde in der bei Mitscherlichversuchen iiblichen Art 
durchgefiihrt (Einstellen bis zu 70% der Wasserkapazitat des Bodens). Zur 
Untersuchung wurden bei jeder Probenahme aus den Mitscherlich- 
gefaRen jedes Ansatzes je zwei Pflanzen ausgegraben, unter der Wasser- 
leitung von Erde gereinigt, mit dest. Wasser gespiilt und etwa 15 Minuten 
eingewassert. AnschlieRend wurden je 2—3 Wurzeln (mit Seitenwurzeln) 
in die Mannitlésung, welche eine Temperatur von 23 + 2°C hatte, ein- 
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gebracht und in einem Zeitraum von 1 bis 5 Stunden nach Einbringung be- 
obachtet. Dazu wurden etwa 3—5 mm lange Wurzelstiicke (méglichst Seiten- 
wurzeln, weil deren Epidermis am besten erhalten war) auf den Objekt- 
trager gebracht und mit der Mannitlésung entsprechender Konzentration 
betropft, mit Deckglas bedeckt und beobachtet. Die Herstellung der ein- 
zelnen Mannitlésungen verschiedener Konzentration geschah durch Ver- 
diinnen mit dest. Wasser aus einer 0,5 mol. Mannit-Stammlésung, welche 
jeweils kurz vor dem Versuch angesetzt wurde. Der Mannit stammte 
von der Fa. Mallinckrodt, USA, und war als chemisch rein bezeichnet. Es 
wurde die entsprechende Menge eingewogen, in méglichst wenig warmem 
dest. Wasser gelést, durch eine Glasfritte (Jena G 4) filtriert und im MeR- 
kolben aufgefiillt. Die Haltbarkeit der Lésung beschrankte sich auf etwa 
einen Tag, nach dieser Zeit konnten bereits Bakterienkolonien nachgewiesen 
werden. Zur Bestimmung des Grenzplasmolysewertes wurden um 0,05M 
abgestufte Mannitlésungen verwendet und nach Ursprung verfahren, in- 
dem die jeweils plasmolysierte Anzahl von Zellen im Gesichtsfeld pro- 
zentuell zu der gesamten Zellenzahl (meist 5 bis 20 und mehr) bestimmt 
wurde. Je Ansatz wurden mindestens drei Wurzeln, meist jedoch wesent- 
lich mehr (bis zu zwélf) beobachtet. Grenzplasmolyse wurde nach Ur- 
sprung angenommen, wenn 50% der Zellen plasmolysiert waren. Die 
Untersuchung erfolgte in Abstanden von 6 bis 10 Tagen. 

Hier sei noch kurz auf einen bisher noch nicht erwahnten Punkt ein- 
gegangen: auf die Plasmolyseform. In den meisten Fallen wurde Ecken- 
plasmolyse beobachtet sowie verschiedene Konvexplasmolyseformen. Nur 
in einigen wenigen Fallen wurde auch eine schlechte Ablésbarkeit des 


Plasmas von der Zellwand, also konkave bzw. Krampfplasmolyse be- 
obachtet. Um sich von der Realitat der Plasmolyse und der Unterscheidung 
von postmortalen oder anderen Kontraktionen des Plasmas zu iiberzeugen, 
wurde von Fall zu Fall durch Verdiinnen der Auftenlésung am Objekt- 


Tab. 1. Mannit. 
0,2 4,82 
0,18 4,37 
0,15 3,65 
0,1 2,43 
0,08 1,94 


trager unter dem Mikroskop deplasmolysiert. Sehr wenige Versuche, 
welche keine normale Deplasmolyse zeigten, wurden ausgeschieden. 

Die Umrechnung des Grenzplasmolysewertes in Atmosphiaren erfolgte 
nach der bekannten Gleichung fiir den osmotischen Druck (E g g er t) 


(3) 


a ... osmotischer Druck in Atmosphiren, 
C ... Mol/Liter, 

R ... Gaskonstante, 


... absolute Temperatur. 
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Den Grenzplasmolysewert in Atmospharen auszudriicken ist not- 
wendig, um den Vergleich zwischen den mit verschiedenen Plasmolytika 
durchgefiihrten Versuchen, besonders zwischen Nichtelektrolyten und Elek- 
trolyten, ziehen zu kénnen, wie es im Verlaufe der vorliegenden Arbeit 
geschieht. 


Hauptversuch mit KNO, als Plasmolytikum 


Zu diesem Versuch wurden Hafer, Sommergerste, Sommerroggen und 
Sommerweizen derselben Sorte wie beim Mannitversuch in Mitscherlich- 
gefaRen gezogen. 


Kulturangaben: 
Grunddiingung: 3,6g 40er Kali + 3,66 g Nitramoncal pro Gefa 


Leondinger Versuchsboden: pH = 6,5, H,O = 15,7% 
CaCO, (nach Scheibler) = 3,8% 
P.O, 25 mg/100 g Boden 
K,O 7,5 mg/100 g Boden 
Kriimelbestand 4 
Humus 2,3% 
Durchfiihrung: 
5. 5.1953: Anbau der Gefafe. 
7.5. 1953: Auflaufen der Saat. 
Bewasserung: normal nach Bedarf. 


Die Probenahme, Priaparation zur Beobachtung erfolgte analog dem 
Mannitversuch und wurde dort bereits genau beschrieben. Die anderen 
Eigenschaften von KNO, wurden insofern beriicksichtigt, als der Zeitraum 
zwischen Einbringen der Wurzel in das Plasmolytikum und Beobachtung 
nur 5—10 Minuten betrug. Eine Permeation konnte so weitgehend ver- 
mieden werden, da sich bei Ausdehnung der Plasmolysezeit auf das Dop- 
pelte keine wesentliche Anderung des Grenzplasmolysewertes zeigte. Das 
verwendete KNO, p. A. stammte von der Fa. Merck. Die Herstellung 
der Plasmolyselésungen erfolgte durch Verdiinnen einer 0,1 mol. Stamm- 
lésung. Die Abstufungen betrugen 0,02—0,05M. Die erhaltenen Grenz- 
plasmolysewerte wurden nach der bekannten Formel fiir den osmotischen 
Druck (Eggert) berechnet 


a=i-C.R.-T, (4) 


worin 2 den osmotischen Druck in Atmosphiren, 
i=—n.f, den van ’t Hoffschen Koeffizienten (n = Zahl der Ionen, in die 
das Molekiil dissoziiert, f, = osmotischer Koeffizient), 
C=die Konzeniration in Mol/Liter, 
R =die Gaskonstante, 
T = absolute Temperatur 
bedeutet 
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Die osmotischen Koeffizienten f, wurden physikalisch-chemischen Ta- 
bellen entnommen und haben folgende Werte: 
Cc 
0,1 0,906 
0,2 0,873 
0,3 0,851 
Diese experimentellen Werte sowie die Werte der experimentellen os- 
motischen Koeffizienten fiir Ca(NO,), verdanke ich einer persdnlichen Mit- 
teilung von Herrn Prof. Dr. L. Ebert, Vorstand des I. Chem. Instituts der 
Universitat Wien. Die Werte fiir Konzentrationen unter 0,1 Mol/Liter wur- 
den aus der nach der Debye-Hiickelschen Grenzformel (Eucken) 


3 
T)2 


hierin bedeutet: 


e ... Dielektrizitatskonstante, 
T ... Kelvintemperatur, 

y ... Zahl der Ionen je Molekiil, 
Cc 


... Mole je Liter, 
y; ... Zahl der Ionen der Sorte i im Molekiil, 
Z; ... Ladung der Ionen der Sorte i 
erhaltenen Kurve (Schmidt) — siehe Abb. 2 und Tab. 2 — und der ex- 
perimentellen Werte fiir 0,1, 0,2, 0,3 Mol/Liter graphisch interpoliert. KNO, 
gehért zu denjenigen Salzen, deren experimentelle Werte (i —f,) nur ge- 
ringe Abweichungen von den theoretischen Werten haben. 


Tab. 2. KNOs. 

fo a 
0,1 0,906 4,40 
0.08 0,910 3,54 
0,05 0,926 2,25 
0.04 0,933 1,81 
0,03 0,941 1,37 


Hauptversuch mit Ca(NQ3)2 als Plasmolytikum 


Das Pflanzenmaterial fiir diesen Versuch stammte aus denselben 
MitscherlichgefaRen wie fiir den Versuch mit KNO,. Auch die Probenahme, 
Préparation und Beobachtung erfolgte wie in diesem Versuch. Die Plasmo- 
lyselésungen wurden durch Verdiinnen einer 0,1 bzw. 0,15 molaren Stamm- 
lésung hergestellt. Es gelangte Ca(NO,),-4H,O p. A. der Fa. Merck zur 
Verwendung. Die erhaltenen Grenzplasmolysewerte wurden wieder nach 
Gleichung (4) in Atmosphiren umgerechnet. Die osmotischen Koeffizienten 
wurden wieder. physikalisch-chemischen Tabellen entnommen und haben 
die Werte 

C 
0,1 
0,2 
03 


| 
0 
1—fp=— -/v.c (5) 
0 
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Zuverlassige Mefwerte unter 0,1m konnten in der Literatur nicht ge- 
funden werden. Der Vergleich zwischen den osmotischen Koeffizienten bzw. 
der Differenz 1—/f,, wie sie nach der Debye-Hiickelschen Gleichung zu 


erwarten war und den experimentellen 
Werten ergab gréfere negative Abwei- 
chungen von der Grenzgeraden. Eine 
graphische Bestimmung der osmotischen 
Koeffizienten unter 0,1m wie bei KNO, 
hatte daher zu grofe Fehler ergeben, und 
so wurde eine mathematische Naherungs- 
lésung des Problems, das aufs engste mit 
der elektrolytischen Dissoziation der Salze 
zusammenhiangt, versucht und wie folgt 
durchgefiihrt: 

Wie eine Betrachtung der osmotischen 
Koeffizienten bzw. der Differenz (1 — f,) 
zeigt (u. a. auch bei Schmidt), ent- 
springen die Kurven fiir (1 —f,) gegen m 
(nach der Debye-Hiickelschen Gleichung), 
aufgetragen im O-Punkt [fiir m=O ist 
auch (1 —f,) =O], und streben mit stei- 
gendem m einem Héchstwert (,,Sattigungs- 
wert“) asymptotisch zu. Kurven dieser 
Art lassen’ sich mathematisch durch die 
Gleichung 

y=A.(i—e—**) (6) 
allgemein beschreiben. 


Es bedeutet: 
y, x ... Variable, 
A... Sattigungswert, dem sich die 
Kurve asymptotisch niéhert, 
k ... Konstante. 


Fiir das speziell vorliegende Problem 
lautet die Gleichung: 


(1—f,) =A,.(1—e-*¥™), (2) 


Wenn man nun annimmt, nahe- 
rungsweise A, = (1 — f,)o,5 m, so kann man 
aus den experimentellen Daten durch Ein- 
setzen in die Gleichung (7) k bestimmen; 
in unserem Falle ergibt sich fiir k ein Mit- 
telwert von k = 10,571 + 1,068. Mit Hilfe 


10 


Abb. 2. Zusammenhang zwischen 
1—fo und Molaritaét (bzw. Vm) 
fiir Lésungen von KNOs und 
Ca(NOs)z. Theoretische Werte 
(Debey-Hiickel-Gerade); experi- 
mentelle Punkte durch _ inter- 
polierte Kurve verbunden. 


dieser Konstante lassen sich aus Gleichung (7) die osmotischen Drucke fiir 
beliebige Molaritaten mit fiir uns ausreichender Genauigkeit unter 0,1 m 
berechnen (siehe Tab. 3). Die graphische Darstellung (Abb. 2) zeigt, wie 
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sich die berechneten Werte harmonisch zu den experimentellen hinzufiigen 
lassen. 


Tab. 3. Ca(NOs)e. 

Cc fo a 
0,12 0,823 7,20 
0,10 0,827 6,03 
0,08 0,828 4,83 
0,05 0,836 3,05 
0,04 0,840 - 2,45 
0,03 0,847 1,85 
0,01 0,882 0,645 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse der-Versuche sind in den folgenden Tabellen und Dia- 
grammen zusammenfassend dargestellt. Die Tabellen 4—6 zeigen die 
mit den verschiedenen 
Mannit ----- Gerste Plasmolytika zu ver- 
schiedenen Zeiten er- 
— Werzen haltenen Grenzplas- 
molysewerte, ausge- 
driickt in Mol/Liter, 
wie sie bei den Ver- 
suchen erhalten wur- 
den, sowie die daraus 
errechneten Werte in 
Atmosphiaren (osmoti- 
scher Druck) und die 
prozentuellen Salzkon- 
zentrationen. 
In den Diagram- 
7” + men wurden die Er- 
Abb. 3. Grenzplasmolysewerte (atm) der Getreidearten 8¢bnisse auf zweierlei 
im Laufe der Vegetationsperiode (Mannit als Plasmo- Art dargestellt: Die 
lytikum). Abb. Nr. 3—5 stellen 
die Grenzplasmolyse- 
werte in Abhangigkeit von der Vegetationsdauer fiir die verschiedenen 
Getreidearten fiir je ein Plasmolytikum zusammen. In den folgenden Ab- 
bildungen (Nr. 6—9) sind die Grenzplasmolysewerte in Abhiangigkeit von 
der Vegetationsdauer fiir die verschiedenen Plasmolytika fiir je eine 
Getreideart dargestellt. Diese Darstellungsweisen erscheinen zur Beant- 
wortung der gestellten Fragen am besten geeignet. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die Untersuchung erstreckte sich etwa von der Bestockung des Ge- 
treides, also von dem Zeitpunkt, bei dem die Keimwurzeln bzw. Primir- 


i 
3 q 
q 
2 
; 7 q 
4 
q 
i 
: 


Zur Kenntnis des osmotischen Verhaltens von Getreidewurzeln 403 


wurzeln durch die aus dem unteren Teil des Sprosses adventiv gebildeten 
Kronenwurzeln ersetzt werden und es zur Entwicklung von Seiten- 


sprossen kommt, iiber 


das Schossen und?” 


Ahrenschieben bis zur 
Reife bzw. dem Ab- 
sterben der Wurzeln. 

Wie zu _ erwarten 
war, wurden mit den 
verschiedenen Plasmo- 
lytika bei den einzel- 
nen Getreidearten ver- 
schiedene Grenzplas- 
molysewerte erhalten. 
Betrachten wir zuerst 
die Werte, welche 
Mannit als Plasmolyti- 
kum lieferte (siehe 
Tab. 4 und Abb. 3). 
Zu Beginn der Unter- 
suchung, zur Zeit der 
Bestockung, lagen die 
GPW (Grenzplasmo- 
lysewerte) fiir Weizen 
und Gerste sowie an- 
fangs auch fiir Roggen 
bei 3,65at und fiir 
Hafer bei 1,94 at. Der 
Zwischenraum  zwi- 
schen Bestockung und 
Schossen zeichnete sich 
durch ein Konstant- 
bleiben des GPW aus, 
wenn man von der Er- 
niedrigung des GPW 
des auch im weiteren 
Verlauf der Untersu- 
chungen sehr schwan- 
kende Werte zeigen- 
den Roggens absieht. 
Wahrend der Zeit des 
Schossens, also des 
maximalen vegetati- 
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Abb. 4. Grenzplasmolysewerte (atm) der Getreidearten 

im Laufe der Vegetationsperiode (KNOs als Plasmo- 
lytikum). 
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Abb. 5. Grenzplasmolysewerte (atm) der Getreidearten 
im Laufe der Vegetationsperiode (Ca(NOs)2 als Plasmo- 
lytikum). 


ven Wachstums der Getreidepflanzen, erreichten die GPW ein Maximum, 
welches vom Weizen nach etwa 28 Tagen Vegetationsdauer, von Hafer nach 
35 Tagen und von Roggen nach 42 Tagen erreicht wird. Wahrend des 
Ahrenschiebens (46.—56. Tag) ist ein Absinken der GPW zu beobachten, 
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dem ein Konstantbleiben zur Zeit der Ausbildung der Samen und ein An- 
steigen mit Beginn der Reife folgt. Der Verlauf der GPW-Kurven im Laufe 
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Abb. 6. Grenzplasmolysewerte (atm) von Hafer im 
Laufe der Vegetationsperiode fiir verschiedene Plasmo- 
lytika (Mannit, KNOs, Ca(NOs)2). 
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Abb. 7. Grenzplasmolysewerte (atm) von Gerste im 
Laufe der Vegetationsperiode fiir verschiedene Plas- 
molytika (Mannit, KNOs, Ca(NOs)2). 


der Vegetationsperiode 
ist. also, von kleinen 
Schwankungen abge- 
sehen, bei allen vier 
untersuchten Getreide- 
arten gleich und ein 
Vergleich mit der Vita- 
litatskurve laRt eine 
gewisse Korrelation er- 
kennen. Aus dem 
gleichartigen Verlauf 
und der angefiihrten 
Parallelitat der GPW 
kann man _§ferner 
schlieRen, irgend- 
eine weitergehende Be- 
einflussung der. unter- 
suchten Zellen, sei es 
durch Permeation des 
Plasmolytikums oder 
durch Anderung der 
Permeabilitatseigen- 
schaften der Zell- 
wiande, wohl ausge- 
schlossen werden kann. 
Es wird im weiteren 
gezeigt werden, daf 
dies bei der Verwen- 
dung von Elektrolyten 
als Plasmolytika nicht 
gesagt werden kann. 
Betrachtet man die Ver- 
suche mit KNO, (siehe 
Tab. 5 und Abb. 4), 
so tritt der Unterschied 
in den GPW bereits 
deuilich zutage. Hier 
erstreckten sich die 
Untersuchungen _iiber 
den Zeitraum des 
Schossens, Ahrenschie- 
bens bis zur beginnen- 


den Reife. Es zeigte sich, da die GPW fiir die einzelnen Geteidearten zur 
Zeit des Schossens ziemlich tief (zwischen 1,37—2,25 at) liegen, was im Ver- 
gleich zu den mit Mannit erhaltenen Werten auf eine gewisse Empfindlich- 
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keit der Zellen bzw. des Plasmas gegeniiber dem Plasmolytikum KNO, 
bzw. dessen Ionen wiahrend dieses Zeitraumes schlieRen Mit fort- 
schreitender Vegetationsperiode ist allen Getreidearten ein Ansteigen der 
GPW gemeinsam, ab- es 


gesehen von zeitlichen 
und = gréRenmafigen 
Unterschieden, die aber 
doch den ,, Trend“ deut- 
lich erkennen lassen. 
Gegen Ende der Vege- 
tationsperiode nach 
dem  Ahrenschieben 
tritt mit Ausnahme 
von Weizen wieder ein 
Absinken der GPW, 
also eine Zunahme der 
Empfindlichkeit ein. 
GroRere Unterschiede 
zwischen den GPW 
der Getreidearten sind 
bei den mit Ca(NO,), 
(siehe Tab. 6 und 
Abb. 5) als Plasmoly- 
tikum erhalienen Wer- 
ten zu sehen. Der Be- 
obachtungszeitraum er- 
streckte sich iiber den- 
selben Abschnitt der 
Vegetationsperiode wie 
beim ‘vorher beschrie- 
benen Versuch mit 
KNO,. Wahrend Hafer 
und Roggen zur Zeit 


des Schossens relativ: 


hohe GPW (6,03 bzw. 
4,03 at) hatten bzw. in- 
nerhalb dieses Zeitrau- 
mes erreichten, zeigten 
Gerste und Weizen 
zu diesem Zeitpunkt 
einen relativ niedrigen 
GPW, welcher erst 
beim Ahrenschieben 
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Abb. 8. Grenzplasmolysewerte (atm) von Roggen im 
Laufe der Vegetationsperiode fiir verschiedene Plas- 
molytika (Mannit, KNOs, Ca(NOs)2). ‘ 
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Abb. 9. Grenzplasmolysewerte (atm) von Weizen im 
Laufe der Vegetationsperiode fiir verschiedene Plas- 

molytika (Mannit, KNOs, Ca(NOs)2). 
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ein Maximum erreichte, zu einem Zeitpunkt, bei dem die GPW von Roggen 
und Hafer bereits eine fallende Tendenz zeigten. Mit Ausnahme von Rog- 
gen steigen die GPW gegen Ende der Vegetationsperiode wieder etwas an. 
Bei diesen Versuchen ist also eine gewisse Ahnlichkeit der Eigenschaften bei 
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57.Tag 63.Tag 70.Tag 77.Tag 


49. Tag 


35.Tag 42.Tag 


22.Tag 28.Tag 


13. Tag 


Tag nach dem Anbau 


der Plasmolyse der Wurzel- 
epidermiszellen mit Ca(NO,), 
als Plasmolytikum bei Hafer 
und Roggen festzustellen. 
Wenden wir uns nun der 
zweiten Darstellungsweise der 
Ergebnisse (Abb. 6—9) zu. Fiir 
Hafer ergibt sich folgendes 
Bild: Die GPW-Kurve fiir 
Mannit als Plasmolytikum 
steigt nach einer Latenzzeit zu 
einem Maximum wihrend des 
Schossens an, klingt dann wie- 
der ab, um gegen Ende der 
Vegetationsperiode wieder et- 
was anzusteigen. Diese Kurve 
wird nun von denen fiir KNO, 
und Ca(NO,), eingeschlossen. 
Ca(NO,), liefert meistenteils 
héhere Werte als Mannit, eine 
Beobachtung, welche in Ana- 
logie zu der von Knudsen 
und Ginsburg (1921) mit 
CaCl, gemachten steht, wih- 
rend mit KNO, tiefere Werte 
erhalten wurden. Die Tendenz 
der mit den Elektrolyten er- 
haltenen Kurven ist ausgespro- 
chen gegenlaufig. Diese Gegen- 
laufigkeit kann mit einer Wir- 
kung der verschiedenen Kat- 
ionen (Anionen sind jeweils 
gleich) auf die Zellwand oder, 
was wahrscheinlicher ist, auf 
das Plasma seine Erklarung 
finden. Zieht man aufer einer 
anderen nur die quellende 
bzw. entquellende Wirkung in 
Betracht, so ergibt sich gemaR 
der lyotropen Reihe fiir K 
eine Quellung und fiir Ca” 
eine Entquellung (Frey- 
Wyssling) der Eiweifstoffe. 
Damit treten wahrscheinlich 
aber auch Anderungen der Per- 
meabilitatseigenschaften des 
Plasmas auf, ganz abgesehen 
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davon, da eine chemische Bindung dieser Ionen an die Eiweifstoffe 
des Plasmas weitergehende Veranderungen desselben hervorrufen kann. 
Die tatsachlichen osmotischen Verhialtnisse in der unbeeinfluRten Zelle wer- 
den daher am besten durch Plasmolyse mit einem Nichtelektrolyten, wie in 


Tab. 5. KNOs. Anbau des Saatgutes am 5. 5. 1953. 
Datum 10. 6. 19. 6. 30. 6. 8. 7. 15. 7. 


Tag nach dem Anbau 37.Tag 46.Tag 57.Tag 65.Tag 72.Tag 78.Tag 


Hafer 2,25 2,25 3,54 4,40 4,40 2,25 
0,05 0,05 0,08 0,1 0,1 0,05 mol 
0,5 0,5 1,0 1,0 0,5 


1,37 1,81 2,25 3,54 2,25 
0,03 0,04 0,1 0,05 0,08 0,05 mol 
0,3 0,4 0,5 0,8 0,5 


21. 7. 


Roggen 2,25 2,25 4,40 2,25 3,54 
0,05 0,05 0,1 0,1 0,05 0,08 mol 
0,5 0,5 1,0 1,0 0,5 0,8 % 


Weizen 2,25 3,54 3,54 3,54 3,54 3,54 at 
0,05 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 mol 
0,5 0,8 0,8 0,8 0,8 


Tab. 6. Ca(NOs)2.4H2O. Anbau des Saatgutes am 5. 5, 1953. 
Datum 10. 6. 19. 6. 30. 6. 8.7. 15.7. 21. 7. 

TagnachdemAnbau 37.Tag 46.Tag 57.Tag 65.Tag 72.Tag 78.Tag 

Hafer 6,03 6,03 4,83 1,85 4,83 at 


0,1 0,1 0,08 0,08 0,03 0,08 mol 
1,64 1,31 0,49 1,31 % 


Gerste 4,83 4,83 3,05 at 
0,05 0,08 0,12 0,08 0,08 0,05 mol 
1,31 1,31 0,82 % 


Roggen 6,03 4,83 4,83 at 
0,08 0,1 0,05 0,05 0,08 0,08 mol 


1,64 1,31 1,31 %, 


4,83 4,83 at 
0,03 0,05 0,05 0,05 0,08 0,08 mol 
0,49 1,31 1,31 % 


Weizen 


unserem Falle mit Mannit, einer Aufklarung zugefiihrt. Fiir die praktische 
Diingeranwendung, dem Ausgangspunkt unserer Untersuchungen, ergibt 
sich fiir Hafer also eine Empfindlichkeit gegen K-Ionen zur Zeit des gréRten 
Wachstums (Schossens) und eine relative Unempfindlichkeit gegen Ca-Ionen 
zu dieser Zeit — alles vom Standpunkt des osmotischen Zustandes der 
Wurzelzellen, die fiir die Nahrstoffaufnahme verantwortlich sind. Wie 
schon erwahnt, finden sich bei Roggen ahnliche Verhialtnisse wie bei Hafer 
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vor. Man findet bei diesem dieselbe reziproke Tendenz der GPW-Zeitkurve 
bei KNO, und Ca(NO,),, und auch die dazwischenliegenden Werte fiir 
Mannit besitzen ebenso zur Zeit des Schossens ein ausgesprochenes Maxi- 
mum. Es gilt hier das schon bei Hafer Gesagte. Anders liegen die Dinge bei 
Gerste. Wiahrend die GPW fiir Mannit am 35. Tag (Schossen) ein Maximum 
zeigen, vorher und nachher aber konstant sind, haben die Werte fiir KNO, 
und Ca(NO,), zu dieser Zeit niedrigere Werte, welche erst zur Zeit des 
Ahrenschiebens einem Maximum zustreben, um spiater wieder zu fallen. 
Dabei zeigen die Kurven fiir KNO, und Ca(NO,), einen ausgesprochen 
symbaten Verlauf. Die Werte fiir Weizen zeigen eine ahnliche Tendenz: 
Mannit mit einem Maximum zur Zeit des Schossens, Abnahme des GPW 
nach dem Ahrenschieben und Ansteigen gegen Ende der Vegetationsperiode. 
KNO, und Ca(NO,), liefern ziemlich nahe beieinanderliegende, Werte, da- 
mit symbaten Verlauf der GPW-Zeitkurven, welche etwa wahrend des 
Schossens von einem Minimum auf etwas unter der Mannitkurve liegende 
konstante Werte ansteigt. Fiir Ca(NO,), wurden gegen Ende der Vegeta- 
tionsperiode wieder etwas héhere Werte gefunden. Ganz allgemein kann 
festgestellt werden, da die GPW der Wurzelepidermiszellen der Getreide 
relativ niedrig liegen, wenn man sie z. B. mit denen der Blattzellen 
vergleicht. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daft es héchst unwahrschein- 
lich ist, da& die Mannitlésung aufer ihrer osmotischen Wirkung noch eine, 
die Membraneigenschaften des Plasmas beeinflussende Wirkung besitzt und 
daher in den vorliegenden Versuchen wirklich nur die osmotischen Eigen- 
schaften der Epidermis der Getreidewurzeln studiert wurden. Zur Zeit des 
gréRten Wachstums der Getreidepflanzen (Schossens) besitzen die GPW, 
welche mit Mannit erhalten wurden, ein Maximum. Werden zur Plasmolyse 
KNO, bzw. Ca(NO,), verwendet, so werden in allen Fallen andere Werte 
als mit Mannit erzielt, und es muf mit einer Beeinflussung der Membran- 
eigenschaften des Plasmas gerechnet werden. 

Dabei konnte bei Hafer und Roggen ein ausgesprochener Antagonismus 
zwischen KNO, und Ca(NO,), nachgewiesen werden, wahrend Gerste und 
Weizen diesen nicht erkennen lassen. 

Zuriikkommend auf diejenige Ursache, welche zum Zustandekommen 
des Schadigungsfaktors im Mitscherlichschen Ertragsgesetz fiihrt, ist es jetzt 
auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit méglich, eindeutige Schliisse zu 
ziehen. Mitscherlich fiihrt, wie schon erwahnt, die Schadigung der 
Pflanzen durch zu hohe Diingegaben (insbesondere Stickstoffdiinger) auf 
die Lagerneigung der Getreide und auf zu hohe osmotische Werte der 
Bodenlésung und damit verbundene plasmolytische Schidigung der Wur- 
zeln zuriick. Nach seinen Angaben werden von der Pflanzenwurzel nur 
2—3°/oo Salzkonzentration in der Bodenlésung ohne plasmolytische Schadi- 
gung vertragen. Die Ergebnisse dieser Arbeit mit KNO, stehen damit im 
Einklang und zeigen, da es tatsachlich bei einer Salzkonzentration von 
3°/oo zu einem bestimmten Zeitpunkt, wo die Pflanze natiirlicherweise den 
gréRten Nahrstoffbedarf hat, namlich wahrend des Schossens, zur Grenz- 
plasmolyse kommen kann, also die Grenze des ,,osmotischen Lebensraumes* 
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erreicht wird. Eine Uberschreitung dieser Konzentration bedingt eine plas- 
molytische Schadigung der fiir die Nahrstoffaufnahme verantwortlichen 
Wurzelepidermiszellen. Diese Art der Schadigung diirfte jedoch ein Sekun- 
dareffekt sein. Aus den mit Mannit erzielten GPW, welche, wie oben er- 
wahnt, nur die osmotischen Eigenschaften der Wurzelepidermiszellen zeigen 
und mit einer einzigen Ausnahme bei Hafer etwa um 1—2 at (bzw. 1,5 bis 
2,5 Mol) héher liegen als die mit KNO, gemessenen Werte, lat sich dies 
leicht ableiten. Primir ist also eine Beeinflussung der Membraneigenschaften 
des Plasmas bzw. der Plasmalemma durch bestimmte Salze bzw. Ionen an- 
zunehmen, als deren Folge eine Erniedrigung des osmotischen Wertes und 
damit des GPW eintritt und es damit zu einer Einengung des ,,osmotischen 
Lebensraumes“ der die Nahrstoffaufnahme durchfiihrenden Zellen der Wur- 
zel kommt. Allerdings muf auch beriicksichtigt werden, daf im Boden eine 
Vielzahl von Ionen vorhanden ist, iiber deren genaues Zusammenwirken 
heute noch keine ausreichenden Kenntnisse vorhanden sind. Vor allen Din- 
gen kann bis jetzt das Eintreten einer Schadigung der Nahrstoffaufnahme 
nicht genau festgestellt werden. 

Fiir die vorliegende Untersuchung wurde der GPW als Grenzwert fiir 
eine Schadigung angenommen, doch erwies es sich, da der GPW eine vom 
Plasmolytikum stark abhangige Gréfe ist und eine Wirkung der einzelnen 
Ionen auf Plasma und Zellwand primar einiritt. In Fortsetzung der vor- 
liegenden Arbeit wire es Aufgabe einer weiteren umfangreichen Unter- 
suchung, diese Einwirkung der Schadigungen auf die Nahrstoffaufnahme 
mit Hilfe von radioaktiven Isotopen zu studieren, um endgiiltige Aussagen 
iiber das Zustandekommen einer Schadigung von Pflanzen bei Vorliegen zu 
hoher Ionenkonzentration (zu hohen Diingergaben) im Bereich der die 
Nahrstoffaufnahme durchfiihrenden Wurzelzellen machen zu kénnen. Eine 
im iibertragenen Sinne mit diesen Vorstellungen iibereinstimmende Inter- 
pretation von Pflanzenschadigungen bei zu hohen Salzgaben wurde von 
K. Kaind] (1953), welcher sie auf Depotfehlleitungen zuriickfiihrt, ge- 
geben. 


Zusammenfassung 


Zur Feststellung der plasmolytischen Schadigung der die Nahrstoffauf- 
nahme durchfiihrenden Wurzelepidermiszellen, eine GréRe, welche im Mit- 
scherlichschen Ertragsgesetz als Schadigungsfaktor hervortritt, wurden die 
GPW mit Lésungsreihen von Mannit, KNO, und Ca(NO,), der vier Haupt- 
getreidearten (Hafer, Roggen, Gerste, Weizen) wahrend der Vegetations- 
periode gemessen. Am besten bewahrte sich Mannit als Plasmolytikum. Es 
zeigte sich, da die osmotischen Werte der jungen Wurzeln etwa bei der 
Konzentration von 0,15 mol. Mannit, d. i. bei etwa 3,65 at, also bei relativ 
niedrigen Werten liegen. Im Laufe der Entwicklung andern sich die plas- 
molytischen Grenzwerte wie in den Tabellen und Kurven dargestellt. Die 


Fiir die Anregung der vorliegenden Untersuchungen bin ich Herrn Doz. Dr. 
Hans Linser sehr zu Dank verpflichtet. Herrn Prof. Dr. Karl Héfler danke ich 
fiir wertvolle Hinweise. 
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Diskussion der Ergebnisse zeigt, daf bereits plasmolytische Schadigungen 
bei Salzkonzentration in der Bodenlésung von iiber 3°/oo eintreten kénnen. 
Es ist aber offenbar, daft bei einer Stickstoff-StoRdiingung die GPW erreicht 
werden und so zu einer Schadigung der Wurzeln fiihren kénnen. Bei der 
Stadiendiingung wird diese Gefahr vermieden. 
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Die Wirkung von Coffein auf vitalgefirbte Pflanzenzellen 
Von 
Assunta Flasch 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 25. Oktober 1954) 


Im Zuge von Untersuchungen iiber die Festigkeit der Farbstoffbindung 
im Zellsaft, die zur Zeit noch nicht abgeschlossen sind, konnte ich fest- 
stellen, daf sich einige, mit Rhodamin B gefarbte Objekte in Leitungs- 
wasser entfarben, so z. B. die Zellen der unteren Blattepidermis von Hedera ° 
helix, Gentiana cruciata, Caltha palustris u. v. a., andere Objekte, wie 
Aspidium falcatum, Azalea indica und Paeonia officinalis, hingegen nicht 
(vgl. H6fler 1949a, S. 59, Waldheim 1950 und 1955). 


In diesem Zusammenhange untersuchte ich auf Anregung von Herrn 
Dr. H. Kinzel auch die Wirkung einer rasch permeierenden, organischen 
Base auf vitalgefarbte Zellen. Als Base diente das Coffein, als Farbstoffe 
dienten Rhodamin B und Akridinorange. Die dabei erhaltenen Resultate 
waren so auffallig, da iiber diese Teilergebnisse hier kurz berichtet wer- 
den soll. 


Das Coffein wurde fiir die Zellphysiologie vor allem durch die um- 
fassenden Untersuchungen von Overton (1895, 1899) interessant. Er 
stellte fest, da} diese Base auferordentlich leicht durch das Protoplasma 
in den Zellsaft vordringt und brachte diese Eigenschaft mit ihrer hohen 
Lipoidléslichkeit in Zusammenhang (vgl. auch H6ber 1926). Van Wisse- 
lingh (1915) kombinierte diese Eigenschaft des Coffeins mit seiner Fahig- 
keit, in Gerbstofflésungen Niederschlage hervorzurufen, zu einer eleganten 
Methode, den in den Zellsaften von Spirogyra enthaltenen Gerbstoff nach- 
zuweisen: Legt man Spirogyra-Faden in Lésungen von Coffein, dann ent- 
steht oft schon nach wenigen Sekunden in den Zellsiften ein mehr oder 
weniger reichlicher Trépfchenniederschlag, der nach Ubertragen der Algen- 
fiden in Wasser nach einiger Zeit wieder verschwindet, ohne daft die Alge 
dadurch irgendwie geschadigt wurde. Diese Methode wurde dann auf viele 
andere Objekte ausgedehnt und ist heute eines der beliebtesten Verfahren 
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zum Gerbstoffnachweis in lebenden Zellen (vgl. auch Molisch 1923 und 
Strugger 1949), 


Strugger (1937, 1938a. b) und Drawert (1937 b, 1939b, 1941 a) 
haben in neuerer Zeit das Rhodamin B sehr eingehend untersucht. Die- 
ser Vitalfarbstoff ist im weiten pH-Bereich von pH 2 bis um pH 11 un- 
dissoziiert und scheint erst unter pH 2 zu ionisieren. Er ist also elektro- 
neutral. Strugger konnte nachweisen, da das Rhodamin B einer der 
unschiidlichsten Vitalfarbstoffe ist und iiberdies als Plasmavitalfarbstoff 
verwendet werden kann, indem er mit Rhodamin B erstmalig eine Lebend- 
farbung der Plastiden erzielen konnte (1937 a, b). Auch geringere Farb- 
stoffkonzentrationen kénnen durch Beobachtung im UV-Licht noch sichtbar 
gemacht werden. Da also das Rhodamin B elektroneutral ist, kann dieser 
Farbstoff nur von vollen Zellsiéften im Sinne von Héfler (1947) gespei- 
chert werden. In den vollen Zellsiften kommt nach Héfler die vitale 
Farbung durch Léslichkeitsspeicherung unter gleichzeitiger Bindung des 
endosmierenden Farbstoffes mit zelleigenen Stoffen zustande. In den leeren 
Zellsiften beruht die Zellsaftfarbung auf der Speicherung von Farb- 
kationen. 


Drawert (1939, S. 384) unterscheidet ferner an den Epidermen trei- 
bender Zwiebeln von Allium cepa bei Farbung mit Rhodamin B verschie- 
dene Farbstoffspeicherungstypen, namlich Entmischungstropfen oder Ent- 
mischungskugeln in der Aufenepidermis sowie kleine nicht verschmelzende 
Kérnchen in der Innenepidermis. Kriimelspeicherung findet sich haufig in 


gerbstoffhaltigen Zellsiften; solche zeigt z. B. die untere Blattepidermis 
von Hedera helix, wahrend Entmischungskugeln in der Epidermis von 
Caltha palustris auftreten. 


Als zweiten Farbstoff wahlte ichh Akridinorange, das von Strug- 
ger (1940) erstmalig als Vitalfarbstoff verwendet wurde. Die Bedeutung 
dieses Farbstoffes liegt. wie H6fler (1947 a, b) feststellte. darin, mit 
Hilfe des Akridinorange volle und leere Zellsafte direkt fluoreszenzoptisch 
unterschieden werden kénnen. ,Beim Akridinorange sind im physiolo- 
gisch wichtigen pH-Bereich in breiter Zone permeierfiahige (Basen- oder 
Salz-) Molekiile und adsorbierfahige Kationen nebeneinander zugegen, und 
dieser Umstand verleiht dem Farbstoff seine bevorzugte Fahigkeit zur 
prachtig metachromatischen Fluorochromfiarbung pflanzlicher Zellen™ (H 6 f- 
ler 1949, S. 49). Volle Zellsifte, die die Akridinorangemolekiile chemisch 
binden, fluoreszieren im UV-Licht griin, leere Zellsafte, bei denen es blo? 
zu einer Jonenanreicherung kommt, zeigen rote Fluoreszenz und sind durch 
eine verdiinnte NH,-Lésung entfarbbar. Der Ammoniak endosmiert leicht 
durch das lebende Plasma, macht die vordem sauren Zellsifie alkalisch und 
wandelt damit die rot leuchtenden Akridinorangeionen in permeierfahige 
Molekiile, die rapid exosmieren. Im Gegensatz dazu werden griin fluores- 
zierende Zellsifte durch NH, nicht entfarbt, denn der im Zellsaft chemisch 
gebundene Farbstoff wird beim Eintritt alkalischer Reaktion nicht zu per- 
meierfahigen Farbmolekiilen riickgewandelt (H6fler 1947). 
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I. Die Wirkung des Coffeins auf rhodamingefirbte Zellen 
A. Diffuse Speicherung 


Die untere Blattepidermis von Primula obconica wurde vorsichtig ab- 
gezogen und in eine Rhodamin-B-Lésung 1 : 5000 gelegt. Nach 10 Minuten 
wurden die Schnitte kurz in Leitungswasser ausgewaschen und unter dem 
Mikroskop untersucht. Die Epidermiszellen zeigten im Hellfeld diffuse, 
violette Vakuolenfiirbung. im Fluoreszenzmikroskop intensive gelbrote 
Fluoreszenz. 

Nun wurden einige Schnitte in Leitungswasser oder in dest. HO gelegt. 
einige in eine 1%ige Coffeinlésung. Wahrend die Schnitte. die in Wasser 
gelegt wurden, nach 24 Stunden noch eine schwache violette Vakuolen- 
farbung erkennen lieBen, sind die in Coffein gelegten Schnitte 
nach 5 Stunden bereits vollkommen ent firbt. 

Eine eigenartige Wirkung iibt das Coffein auf die Idioblasten der inneren 
Zwiebelepidermis von Colchicum autumnale aus. Firbt man die Innen- 
epidermis von Colciicum autumnale in Rhodamin B 1 : 5000 10 Minuten 
lang an, so firben sich einzelne Idioblasten intensiv diffus violett an 
(Scheid! 1954), die iibrigen Epidermiszellen, die leere Zellsifte besitzen. 
lassen im Fluoreszenzmikroskop nur eine schwache gelbe Plasmafluoreszenz 
erkennen. In Wasser lassen sich diese Idioblasten nicht entfiairben, sondern 
sie bleiben unveriandert erhalten. Legt man jedoch die gefarbte Epidermis 
in eine 1%ige Coffeinlésung, so treten nach wenigen Minuten in den 
Idioblasten blasen- bzw. netzférmige Gebilde auf. die auch nach tage- 
langem Liegen in der Coffeinlésung noch erhalten sind, ohne da es zu 
einer Entfarbung kommt. An ungefarbten Epidermen labt sich bei Ein- 
wirkung von Coffein diese Erscheinung nicht beobachien. 


B. Trépfehenspeicherung 


Schnitte der AuBenepidermis von Allium cepa wurden in einer Rhoda- 
min-B-Lésung 1: 5000 10 Minuten lang gefiarbt. Es tritt diffuse violette 
Vakuolenfarbung auf und auerdem kommi es in vielen Zellen zur Bildung 
mehrerer rubinroter Entmischungskugeln (Abb. 1 Fluoreszenz- 
mikroskop zeigen die Zellen gelbrote Fluoreszenz, die Entmischungskugeln 
fluoreszieren dunkelrot. Werden diese Schnitte in Wasser gelegt, so bleiben 
die Entmischungskugeln, die nach einiger Zeit meist zu einer gréBeren 
Kugel zusammenflieBen, noch 24 Stunden erhalten, die violette Diffusfir- 
bung ist auch nach 48 Stunden noch schwach sichtbar, desgleichen auch noch 
die gelbe Fluoreszenz im UV-Licht. 

Legt man jedoch die gefarbten Schnitte nicht in Wasser, sondern in eine 
1%ige Coffeinlésung, so lésen sich die Entmischungskugeln 
binnen weniger Minuten auf. Dieser Vorgang laRt sich unter 
dem Mikroskop beobachien, da nach 3 Minuten in fast allen Zellen nur 


' Fiir die Herstellung der Photographien sei Herrn Dr. W. Url herzlich 
gedankt. 
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Pflanzenzellen 


Abb. 1a—d. AuBenepidermis von Allium cepa. a) Nach 10 Minuten langer Fiar- 
bung mit Rhodamin B 1: 5000, groRe Entmischungskugeln in den Zellen. b) Nach 
3 Min. langer Einwirkung einer 1%igen Coffeinlésung, die Entmischungskugeln 
sind bedeutend kleiner. c) 2 Min. spater, die Entmischungskugeln kleiner, aber noch 
sichtbar. d) Nach 10 Min. langer Coffeinbehandlung. Entmischungskugeln aufgelést. 
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mehr diffuse violette Vakuolenfarbung sichtbar ist, die aber auch bald 
schwiicher wird. (Die Abbildungen 1 b, c, d zeigen die verschiedenen Sta- 
dien der Entfarbung durch Coffein eines mit Rhodamin B gefarbten Schnit- 
tes der Auffenepidermis von Allium cepa.) Die violette Diffusfiirbung der 
Vakuolen bleibt im Hellfeldmikroskop noch ungefahr 4—3 Stunden sidcht- 
bar, wahrend eine schwache gelbe Fluoreszenz noch langer anhiilt. Sie er- 
lischt aber wesentlich friiher als in den Zellen, die nicht mit Coffein be- 
handelt wurden. 


Abb. 2a. Caltha palustris, untere Blattepidermis 10 Min. in Rhodamin B 1 : 5000 

gefairbt. Diffuse Vakuolenfarbung und grofe Entmischungskugeln in den Zellen. 

b: 10 Min. gefarbt und 15 Min. mit Coffein behandelt. Entmischungskugeln in den 

Epidermiszellen aufgelést, nur in den SchlieBzellen der Spaltéffnungen noch er- 
halten. 


Ahnliche Beobachtungen konnten auch an anderen Objekten gemacht 
werden. 2 

Zellen der unteren Blattepidermis von Caltha palustris. 10 Minuten in 
Rhodamin B 1 : 5000 gefarbt. zeigen diffuse violette Vakuolenfarbung mit 
roten Entmischungskugeln (Abb. 2 a). Werden diese Schnitte in Wasser 
gelegt, so sind die Entmischungskugeln nach 3 Stunden noch zu beobachten 
und eine schwache violette Diffusfarbung ist auch nach 24 Stunden noch 
sichtbar. Die gelbe Fluoreszenz hilt noch langer an. 
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In eine 1%ige Coffeinlésung gebracht, lésen sich die roten Entmischungs- 
kugeln der Zellen schon nach wenigen Minuten auf, nur die Entmischungs- 
kugeln in den SchlieRzellen der Spaltéffnungen bleiben langer erhalten 
(Abb. 2b). Nach ungefahr 2 Stunden sind die Epidermiszellen bereits ent- 
firbt, nur einzelne Schliefzellen sind noch blaf violett. Im Fluoreszenz- 
mikroskop ist noch eine schwache gelbe Fluoreszenz zu beobachien, die nur 
in den Schliefzellen intensiver ist. Doch nach 4—3 Stunden ist auch diese 
gelbe Fluoreszenz erloschen. 

Wesentlich rascher entfarbend wirkt das Coffein auf vitalgefiarbte Zel- 
len der unteren Blattepidermis von Buxus sempervirens, die 15 Minuten 
in einer Rhodamin-B-Lésung 1:5000 gefarbt wurden. Bei Farbung in 
Rhodamin B 1:5000 zeigen die Zellen nach 15 Minuten diffuse violette 
Vakuolenfairbung und auferdem treten in einigen Zellen auch dunkelrote 
Entmischungskugeln auf (vgl. Flasch und Kinzel 1954). Bei Einwir- 
kung einer 1%igen Coffeinlésung auf diese Schnitte verschwinden die Ent- 
mischungskugeln schlagartig, nur die Diffusfarbung ist noch einige Zeit 
(ca. 15—20 Minuten) sichtbar. In Wasser geht die Entfairbung wesentlich 
langsamer vor sich, erst nach 4—3 Stunden Wasserbad sind die Zellen voll- 
kommen farblos. 


C. Kriimelspeicherung 


Flachenschnitte der Blattunterseite von Azalea indica, Rhus sp. und 
Paeonia arborea zeigen nach 10 Minuten langer Farbung in Rhodamin B 
{:5000 in den Zellen der Epidermis und Subepidermis reichlich blaue 
Farbstoffkriimel, die rot fluoreszieren. Auch nach tagelangem Liegen in 
Wasser bleiben diese Kriimel in den Zellen erhalten. Legt man die gefarb- 
ten Schnitte in eine 1%ige Coffeinlésung. so bilden sich in den lebenden 
Zellen blau-violette Kugeln von verschiedener GréBe, die rot fluoreszieren. 
Viele dieser Kugeln lassen eine doppelte Kontur erkennen. Auferdem 
treten in den Zellen auch kleinere farblose Kugeln auf, die sich anfangs 
in lebhafter BMB befinden und allmahlich zur Ruhe kommen. Auch bei 
langerem Liegen in der Coffeinlésung tritt nun keine Anderung mehr ein. 
In den toten Zellen bleiben die Kriimel unverandert erhalten, und es 
bilden sich keine Kugeln. 

Lat man auf ungefarbte Schnitte der Blattunterseite dieser Objekte 
die Coffeinlésung einwirken. so treten in den Zellen zahlreiche kleine 
Kiigelchen in lebhafter BMB auf. die die Zelle fast vollkommen ausfiillen. 
Nach einiger Zeit flieRen sie zu etwas gréBeren Kugeln zusammen, legen 
sich aneinander und zeigen nach etwa 10 Minuten keine BMB mehr. Diese 
Erscheinung Jat vermutlich auf Gerbstoffgehalt der Zellen schlieRen. 

Anders ist jedoch die Wirkung des Coffeins auf die Kriimelspeicherung 
bei Hedera helix. 

Die Zellen der Blattunterseite von Hedera helix zeigen bei Farbung 
mit Rhodamin B 1 : 5000 diffuse violette Vakuolenfarbung. und in vielen 
Zellen, besonders in den SchlieBzellen der Spaltéffnungen treten blaue 
Farbstoffkriimel auf. Legt man die Schnitte in eine 1%ige Coffeinlésung. 
so sind nach 20 Minuten fast alle Farbstoffkriimel verschwunden und es 
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ist nur mehr eine violetie Diffusfiirbung der Vakuolen sichtbar. In Wasser 
hingegen sind die Kriimel nach gleicher Zeit noch unverindert erhalien. 
Nach fiinf Stunden sind die Schnitte in der Coffeinlésung bereits entfiarbt. 
Die Schnitte. die in Wasser liegen, lassen nach 24 Stunden noch eine blab- 
violetie diffuse Vakuolenfarbung erkennen. 


II. Die Wirkung des Coffeins auf Zellen, 
die mit Acridinorange gefarbt wurden 


Schnitte von verschiedenen Objekten wurden mit einer Akridinorange- 
farblésung von pH 8.0 10 Minuten gefiarbt und im Fluoreszenzmikroskop 
untersucht. Auf die Bedeutung des Farbstoffes Akridinorange, vor allem 
zur Unterscheidung voller und leerer Zellsaifte, wurde bereits einleitend 
hingewiesen. Leere Zellsifte sind in Gewebszellen héherer Pflanzen im 
allgemeinen seltener als volle: doch zeigten bei meinen Versuchen die Zellen 
von Zwiebelinnenepidermen oder von Schnitten aus dem Stengel- oder 
Blattparenchym folgender Objekte die fiir leere Zellsiifte (HOfler 1947, 


1949 b) charakteristische rote Fluoreszenz: 


Agapanthus umbellatus 
Allium cepa 

Allium sativum 

Amicia zygomeris 
Antirrhinum majus 
Apium graveolens 
Aspidistra elatior 

Aster chinensis 

Boehmeria nivea 

Calla (Zantedeschia aethiopica) 
Campanula rapunculoides 
Campanula sibirica 
Chlorophytum Sternbergii 
Colchicum autumnale 


Convallaria majalis 
Coprosma Baueri 
Daucus carota 

Dianthus barbatus 
Dimorphoteca aurantiaca 
Galanthus nivalis 
Hyacinthus orientalis 


Hypeastrum hybr. 
Tris florentina 


Lamium purpureum 
Lamium maculatum 


Blattparenchym 


Zwiebelinnenepidermis 
Zwiebelinnenepidermis 


Siengelparenchym 
Siengelparenchym 
Sitengelparenchym 
Stengelparenchym 
Siengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Siengelparenchym 
Stengelparenchym 
epidermis 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
epidermis 

Blattparenchym 

Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 


und Zwiebelinnen- 


und Zwiebelinnen- 


: 
: 
: 


Die Wirkung von Coffein auf vitalgefirbte Pflanzenzellen 


Leucojum vernum 
Leonurus cardiaca 
Orchis maculata 


Paeonia arborea 
Phormium tenax 


Raphanus sativus 
Ruellia blumei 


Sedum spectabile 
Senecio vulgaris 


Tulipa gesneriana 


Veratrum nigrum 
Viola tricolor 


Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
epidermis 
Stengelparenchym 
Blatiparenchym 
Stengelparenciym 
Siengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 
epidermis 
Stengelparenchym 
Stengelparenchym 


und untere Blati- 


und Zwiebelinnen- 


Die Innenepidermis von Allium cepa wurde 10 Minuten in einer 
Akridinorangefarblésung 1: 10.000 von pH 8.0 gefarbt. Im Fluoreszenz- 
mikroskop zeigten die Zellen intensive rote Fluoreszenz, die Zellkerne 
fluoreszierten griin. Werden nun dem Priaparat einige Tropfen einer 
t%igen Coffeinlisung zugesetzt. so liBt sich im Fluoreszenzmikro- 
skop folgendes beobachien: 


Nach 2 bis 3 Minuten tritt in den Randzellen beginnend ein allmih- 
licher Farbumschlag der Fluoreszenz auf. Die vordem rot fluo- 
reszicrenden Zellen zeigen nun griine Fluoreszenz. In 
den jetzt lichtgriin fluoreszierenden Zellen hebt sich der Zellkern etwas 
dunkler ab. Setzt man nun dem Priaparat einige Tropfen der ungefiarbien 
coffeinfreien Pufferlésung von pH 8.0 zu, so tritt wieder ein allmiahlicher 
Farbumschlag auf, und zwar zeigt sich neuerlich die rote Fluoreszenz. 
Dieser Vorgang liBt sich beliebig oft wiederholen, woraus man die Un- 
schiidlichkeit des Coffeins fiir die lebende Pflanzenzelle erkennen kann. 

Plasmolysiert man die durch die Coffeinbehandlung griin fluoreszieren- 
den Zellen mit 1 mol Traubenzucker oder mit 1 mol KNO,. so andern viele 
Zellen ihre Farbe und fluoreszieren wieder rot. einige jedoch bleiben auch 
weiterhin griin. 

Bei gleicher Behandlung anderer Objekte mit leeren Zellsifien lassen 
sich analoge Erscheinungen feststellen. 


Bringt man Zellen, die mit Akridinorange gefarbt im Fluoreszenz- 
mikroskop griin fluoreszieren, also volle Zellsafte besitzen, in eine 1%ige 
Coffeinlésung, so tritt keinerlei Veriinderung ein. Die griine Fluoreszenz 
bleibt erhalten und ist nach 48 Stunden noch sichtbar. 


Zellen, die das Akridinorange in Form von kleinen, rot fluoreszierenden 
Trépfchen speichern, so z. B. die Zellen des Stengelparenchyms von Piper 
nigrum, zeigen in einer 1%igen Coffeinlésung folgendes: die Trépfchen 
lésen sich binnen kurzer Zeit auf, die Zellen zeigen nun griine Fluoreszenz, 
die lange Zeit erhalten bleibt. 
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Zusammenfassung 


Die vorliegenden Versuche haben gezeigt, dal} das Coffein auf Zellen, 
die mit Rhodamin B diffus angefarbt worden sind, rasch entfarbend wirkt. 
Bei Troépfchenspeicherung bewirkt das Coffein rasche Auflésung der Trépf- 
chen. In Zellen, in denen Kriimelspeicherung auftritt, bilden sich bei einigen 
Objekten bei Einwirkung von Coffein kugelférmige Gebilde, bei anderen 
Objekten lést das Coffein die Kriimel auf. Auch bei einigen diffus gefirb- 
ten Objekien. die sich durch Dauerwasserung nicht entfarben lassen, be- 
wirkt das Coffein die Bildung von kugelférmigen Aggregaten. 

Mit Akridinorange gefarbte Schnitte, die im Fluoreszenzmikroskop rot 
fluoreszieren, zeigen bei Zusatz einer schwachen Coffeinlésung einen Farb- 
umschlag der Fluoreszenz nach griin. Bringt man die Schnitte wieder in die 
farblose. coffeinfreie Pufferlésung. so tritt, indem das Coffein exosmiert, 
wieder die urspriingliche rote Fluoreszenz auf. Auch zeigen durch Coffein- 
behandlung griin fluoreszierende Zellen nach erfolgter Plasmolyse meist 
wieder rote Fluoreszenz. 

Volle Zellsafte, die mit Akridinorange gefarbt griin fluoreszieren, zeigen 
bei Zusatz von Coffein keine Anderung. Bewirkt das Akridinorange jedoch 
die Bildung von Entmischungstrépfchen, so werden diese durch Coffein 
aufgeldst. 
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1. Historischer Uberblick 


Seit der ersten Veréffentlihhung Webers (1924) iiber den Zusammen- 
hang zwischen Plasmolyseform und Viskositat des Plasmas haben ver- 
schiedene Autoren immer wieder versucht, den Vorgang der Plasmolyse 
und seine Beziehungen zur Viskositét quantitativ zu erfassen. Der 
grundlegende Schritt auf diesem Wege war die Einfiihrung der .,Plasmo- 
lysezeit” vor nunmehr 23 Jahren durch Weber (1929), worunter die Zeit 
vom Einlegen in das Plasmolytikum bis zur Erreichung der konvexen Form 
des Protoplasten verstanden werden soll. Diese Gréfe wurde seitdem oft 
als Mai der Plasmaviskositat angesehen, da sie mit den Ergebnissen der 
Zentrifugenmethode und anderer Meftverfahren oftmals in gutem Einklang 
stand. Bedenken gegen ihre Anwendung als Viskositaétsmaf auRerten aber 
schon friihzeitig el Derry (1930), Cholodny und Sankewitsch 
(1934), Borriss (1938) und Ruge (1940). Sie weisen darauf hin, daf die 
Viskositat nur einer von mehreren Faktoren ist, die zusammen die Plas- 
molysezeit bestimmen, daft also ein direkter Schlu& von dem Verhalten der 
Plasmolysezeit auf das Verhalten der Viskositat nicht ohne weiteres még- 
lich ist. — Einen anderen Versuch zur quantitativen Erfassung der Plasma- 
konsistenz mit Hilfe der Plasmolyse unternahmen Cholodny und 
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Sankewitsch (1934), welche als erste die Plasmolyseform zahlen- 
maRig auszudriicken suchten, indem sie das Verhialinis der im optischen 
Querschnitt erscheinenden abgelisten Plasmalinie zur entsprechenden 
Wandlinge bildeten. Auf ihre Arbeit wird weiter unten noch niher einge- 
gangen. — Als Versuch einer Prazisierung der Plasmolyse z ei t - Methode 
ist der von Schmidt, Diwald und Stocker (1940) gemachte Vor- 
schlag anzusehen, an Stelle der oft nur sehr ungenau zu bestimmenden 
Endplasmolysezeit die sogenannte ,,Halbwertszeit“ zu ermitteln, d. h. die 
Zeit, in der die Hilfte aller Zellen konvex plasmolysiert ist. Da diese GréRe 
mit Hilfe einer linearen Interpolationsgleichung aus zwei benachbarten 
MeRwerten errechnet wird, ist es nétig, mit einer grofen Zahl von Zellen 
aus homogenen Geweben zu arbeiten, da sonst die Interpolation zu un- 
genau wird. Die Méglichkeit hierzu ist aber nicht immer gegeben, so daf 
diese Methode nur bedingt verwendbar ist. Sie bietet zudem nur bei lan- 
gen Plasmolysezeiten (gréRer als 1 Std.) wirkliche Vorteile; bei schnellerer 
Abrundung des Protoplasten ist die Bestimmung der Endplasmolysezeit 
mit hinreichender Genauigkeit méglich. 

Die genannten Versuche, den Vorgang der Plasmolyse ex akt auszu- 
werten, erstreckten sich bisher jeweils auf die zahlenmafige Bestimmung 
einer einzelnen Gréfe, entweder der Plasmolyseform oder der Plasmo- 
lysezeit. Sie beschrieben somit Teilphanomene des gesamten Vorganges, die 
keinesfalls immer mafgeblich durch die sogenannte ,,Viskositat“ hervor- 
gerufen werden. Wenn auch in den Probeversuchen vieler Autoren, z. B. 
Weber (1924, 1929), Weber und Hohenegger (1923), Timmel 
(1927), Mi®bach (1927), Ruge (1940), Currier (1949) u. a. Plasmo- 
lyse und andere Methoden der Viskositatsbestimmung iibereinstimmende 
Resultate ergeben, so darf doch nicht iibersehen werden, daft eine betricht- 
liche Anzahl von Untersuchungen eine Diskrepanz zwischen den Resultaten 
der Plasmolyse und denen anderer Mefmethoden enthalt, worauf neuer- 
dings besonders Virgin (1951) hinweist. In eigenen Versuchen konnte 
ebenfalls soich ein abweichendes Verhalten festgestellt werden. Dieser Sach- 
verhalt sowie die von uns des 6fteren gemachte Beobachtung, daf unter 
bestimmten Bedingungen sogar selbst zwischen den beiden Plasmolyse- 
gréRen ,.Form“ und ,,Zeit deutliche Widerspriiche auftreten, veranlaften 
uns zur erneuten Untersuchung der Frage, welche Faktoren insgesamt die 
Plasmolysezeit bestimmen, weiche von ihnen fiir bestimmte Versuchsbedin- 
gungen als konstant angesehen werden kénnen und auf welche Weise ein 
quantitativer Zusammenhang zwischen Plasmolyseform und -zeit (im fol- 
genden zur Abkiirzung mit PF und PZ bezeichnet) gefunden werden kann. 


2. Zusammenstellung der wichtigsten plasmolysezeitverandernden 
Faktoren 


1.Der Diffusionswiderstand des umgebenden Gewebes 

gegen das Eindringen des Plasmolytikums beeinfluft die Grenzplasmolyse- 

zeit und damit auch die PZ. Er ist nur bei Wasserpflanzen wegen der ge- 

ringen Ausbildung einer Cuticula im allgemeinen unbedeutend und nur 
32* 
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bei zentralsymmetrisch gewachsenen Geweben konstant, so daft er in den 
genannten Fillen bei der Bewertung der PZ vernachlissigt werden kann. 


2. Der osmotische Wert des Zellsaftes hat einen starken 
EinfluR auf die PZ, da er die Geschwindigkeit der Vakuolensc hr um p- 
fung und damit auch die Geschwindigkeit der Abkugelung ver- 
aindert, wie Untersuchungen von el Derry (1930) zeigen. Eigene Beob- 
achtungen an Lemna minor fiihrten in Ubereinstimmung mit Arbeiten von 
Fischer (1948) zu dem Ergebnis, da Veranderungen des osmotischen 
Wertes in dem Intervall von etwa 0,7 bis 1,1 des Normalwertes keinen 
mefbaren Unterschied in der PZ hervorrufen. Werden nur solche Versuche 
gewertet, bei denen der osmotische Wert innerhalb dieser Grenzen bleibt, 
so kann er als plasmolysezeitverandernder Faktor vernachlassigt werden. 

3. Die ,,Viskositat* des Plasmas, die sich aus der sogenannten 
Strukturviskositaét und der echten physikalischen Viskositét der struktur- 
losen Fliissigkeiten des Plasmas zusammensetzt, bildet den Widerstand 
gegen die Abrundung des Protoplasten und bestimmt somit zu einem 
wesentlichen Teil die Veranderungen der PZ. 


4. Die Permeabilitat der Plasmahaut, die den Plasmolysegrad 
vergrofert und dadurch die Abrundungsgeschwindigkeit beeinfluRt (vgl. 
Punkt 2), kann fiir Glukose auRer Betracht bleiben, da sie hierfiir ver- 
schwindend gering ist. Eine eventuell stattfindende, im gleichen Sinne wir- 
kende ,,metaosmotische” Wasseraufnahme (Bogen und Pre1] 1953) wirkt 
sich bei kurzen Plasmolysezeiten (weniger als 1 Std.) im allgemeinen nicht 
aus, mui aber bei langeren Zeiten beriicksichtigt werden. 


5. Die Wandhaftung der duferen Plasmaschicht verandert die 
PF und somit weitgehend auch die PZ. Es ist schwer, ihre Auswirkung auf 
die PZ von der Wirkung der Viskositat zu trennen. Nach Rug e (1940) soll 
die Viskositat des ,,Ektoplasmas“ der ausschlaggebende Faktor fiir die 
Veranderungen der PF und PZ sein, wahrend die Zentrifugen-Methode 
allein die Viskositat des Endoplasmas messe. Dieses Argument diirfte in 
vielen Fallen berechtigt sein. 


6. Die .Plasmaspannung’, die sich aus den Grenzflichenspan- 
nungen der inneren und dufferen Plasmagrenzschicht und eventuell im 
Inneren des Plasmas vorhandenen strukturellen Spannungen zusammen- 
setzt, stellt den Antrieb fiir die Abrundung des Protoplasten dar und 
hat somit auf die PZ einen erheblichen Einflu&. Versuche Czapeks 
(1911), die Oberflachenspannung des Plasmas direkt zu bestimmen, ergaben 
bei verschiedenen Objekten einen Wert von etwa 0,68 des Wassers. Dieser 
Wert konnte durch Narkotika (allgemein: oberflichenaktive Stoffe) und 
Sauren betrichtlich herabgesetzt werden. Wenngleich diese Ergebnisse nicht 
verallgemeinert werden diirfen, so zeigen sie doch genau so wie Unter- 
suchungen von Langmuir (1939) und Guest und Lewis (1939) an 
Modellen, da die Grenzflachenspannung des Zytoplasmas durch Auften- 
einwirkungen unter Umstanden wesentlich beeinflu&t werden kann. S ei- 
f riz (1923) nahm auf Grund von Untersuchungen an Hechtschen Faden 
eine erniedrigte Oberflachenspannung sogar als alleinige Ursache der kon- 
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vexen PF an. Leider enizieht sich die Plasmaspannung gegenwartig noch 
unseren Messungen, so daft sie beim Aufstellen quantitativer Plasmolyse- 
gesetze vorliufig noch als unbekannte Gréfe eingesetzt werden muf. 

7. Die chemische Natur des Plasmolytikums vermag so- 
wohl die Grenzflaichenspannung als auch die Viskositat des Plasmas zu ver- 
andern und hat daher einen entscheidenden Einflu8 auf die PZ, wie Unter- 
suchungen von Beck (1927), Timmel (1927), Barth (1929), Cholodny 
und Sankewitsch (1934) u. a. demonstrieren. Es empfiehlt sich daher, 
als Plasmolytikum immer die gleiche Lésung zu verwenden, so daft Unter- 
schiede in PF und PZ nicht auf unterschiedliche Wirkungen des Plasmolyti- 
kums zuriickzufiihren sind. 

8. Die Dicke der Plasmaschicht ist von grofer Bedeutung fiir 
die PZ, da sie wie die Viskositat den Widerstand gegen jegliche Deforma- 
tion, also auch gegen die Abrundung des Protoplasten bestimmt. Bei Vis- 
kositatsermittlungen mit Hilfe der Plasmolysezeitmethode muf also die 
Plasmadicke unbedingt mitberiicksichtigt werden. 


Bei Auswahl] geeigneter Versuchsobjekte (Wasserpflanzen, konzentrische 
Organe, z. B. die Wurzel von Lemna minor) und geeigneter Versuchsbedin- 
gungen (weitgehende Konstanthaltung der Zellsaftkonzentration, Verwen- 
dung von Glukose als Plasmolytikum) lat sich die Zahl der wichtigen 
plasmolysezeitverandernden Faktoren auf folgende vier reduzieren: 

1. Wandhaftung, 

2. Viskositat, 

3. Plasmaspannung, 

4. Plasmadicke. 
Es soll nun der Versuch gemacht werden, von diesem Faktorenkomplex 
- einen weiteren Faktor: die Wandhaftung, abzutrennen, um der Bestim- 
mung der Viskositat (bzw. auch der Plasmaspannung) mittels der PZ naher- 
zukommen. Dieser Versuch mag als Anregung dienen, die Plasmolyseform- 
und -zeitmethode Webers quantitativ starker zu prazisieren. 


3. Beziehungen zwischen Plasmolyseform und Plasmolysezeit 
(Abrundungskoeffizient) 


Die folgende Untersuchung geht von der Uberlegung aus, daf eine 
durch stairkere Adhasion des Plasmas erzeugte konkave PF selbstverstind- 
lich eine lingere Zeit bis zur Erreichung der konvexen Form bendtigt, als 
eine von vornherein gegebene starker konvexe PF, daft folglich eine hohe 
PZ nicht unbedingt als Maft einer hohen Viskositat zu deuten ist, sondern 
genau so gut als Maff einer starken Wandhaftung des Plasmas. Der Ein- 
flu& dieser Wandhaftung kann nur eliminiert werden, wenn man den 
Abrundungsverlauf nach vollstandiger Ablésung des Plasmas von der 
Wand verfolgt, und zwar geschieht dies durch eine zahlenmafige Ver- 
kniipfung von Plasmolyseform und Abrundungszeit des frei beweglichen 
Protoplasten. Der erste Schritt hierzu besteht nun in der zahlenmafigen 
Erfassung der PF. Da eine direkte Messung der Plasmaoberflache nicht 
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méglich ist, muf es bei einer Abschatzung bleiben; das Einfiihren von 
Zahlenwerten fiir die PF bedeutet somit nicht das Ausschliefen des sub- 
jektiven Fehlers, sondern nur das Ubersetzen der subjektiv erfa®ten Form 
in eine entsprechende Zahl. Schon Cholodny und Sankewitsch 
(1934) unternahmen, wie bereits erwahnt, einen ahnlichen Versuch, indem 


Tab. 1. Quantitative Abschatzung der Plasmolyseform als Oberflichenverhiltnis r. 

O bedeutet die vorliegende Oberfliche, O,,;,, die fiir das betreffende Volumen még- 

liche Minimaloberflache (konvexe Form). Die beiden Spalten rechts dienen zur Be- 
rechnung des Fehlers von «@ (s. Gl. 5). 


Omin 


PF Bezeichnung 


extrem 
konkav 2 


Inr A(inr) |(Alnr.100)2 


1,10—1,39 


M=125 | 


0,69—1,10 


M = 0,92 + 0,28 


extrem 
konkav 1 


stark 
konkav 


konkav 


schwach 
konkav 


eckig 


unregel- 
mafig 
konvex 


konvex 


1,6—2 
M=1,8 


1,5—1,6 
M = 1,55 


1,4—1,5 
M = 1,45 


1,3—1,4 
M = 1,35 


1,2—1,3 
M = 1,25 


1,1—1,2 
M = 1,15 


1,0—1,05 
M~1 


0,47—0,69 
M = 0,59 


0,41—0,47 
M = 0,44 


0,34—0,41 
M = 0,37 


0,26—0,34 
M = 0,30 


0,18—0,26 
M = 0,22 


0,10—0,18 
M = 0,14 


0,0—0,05 
M~0 


+ 0,12 


+ 0,03 


+ 0,03 


0,04 


+ 0,04 


+ 0,04 


+ 0,05 


sie die im Mikroskop festgehaltene Plasmakontur P zur entsprechenden 
Wandlange M in Beziehung setzten und das Verhiltnis P/M als Maf fiir 
die PF benutzten. Mit Hilfe dieser Gréfe vermochten sie die Wirkung 
verschiedener Ionen auf die PF anschaulich zu demonstrieren. Das einfache 
Modellbeispiel einer Kugel in einem Wiirfel zeigt aber schon, daB dieses 
aus dem zweidimensionalen, mikroskopischen Querschnitt abgeleitete 
Zahlenverhilinis P/M keinen Aufschluf8 iiber die wirklichen Ober f1a- 


chenverhiltnisse bei der Plasmolyse gibt, auf die allein es ja bei der 
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quantitativen Auswertung der Plasmolyseform ankommt. P/M der Kugel 
betraigt im Querschnitt 7/4, im Raum aber Dieser Unterschied 
sich ebenfalls fiir beliebige andere Kérper nachweisen, so daft der von 
Cholodny und Sankewitsch eingeschlagene Weg zu keinem letzt- 
lich fruchtbaren Ergebnis fiihrt. In Tab. 1 ist nun das Resultat von Be- 
rechnungen zusammengestellt, die die Oberflache verschiedener regelmafi- 
ger Plasmolyseformen zahlenmafig ausdriicken sollen. Hierzu wurden die 
Langenmafe der zweiten subepidermalen Zellschicht der Wurzel von 


Lemna minor verwertet, da diese aus 


gut zu berechnenden Zellen besteht 


und auRerdem bei unseren Versuchen 
allein zur Messung der PZ und PF 
herangezogen wurde. Fiir die Rechnung 
wurden die stereometrischen Formeln 
von Prisma, Wiirfel, Kugel und Kugel- 
kalotte benutzt und die hiermit nicht 
erfaRbaren Oberflachenformen iiber- 
schlagsweise auf die einfachen Modelle 
zuriickgefiihrt. Die in Tab. 1 angegebe- 
nen r-Werte bedeuten das Verhialtnis 
der durch die Plasmolyse erzeugten 
Oberfliche O zu der fiir das betreffende 
Volumen miéglichen Minimaloberflaiche 
Onin (konvexe Form), also r= O/Onin: 


ferner ist der natiirliche Logarithmus 
dieser Werte angegeben, welcher in die 
weitere Berechnung eingeht. Die Ta- 
belle gilt fiir alle kubischen und pris- 
matischen Zeilen beliebiger Pflanzen. 


Der quantitative Zusammenhang 
zwischen dem Oberflachenverhiltnis r 
und der Zeit hat theoretisch den 
Charakter einer Exponentialfunktion, 
wenn man den frei beweglichen Proto- 
plasten als einfaches physikalisches 
System betrachtet. Abb. 1 zeigt, daf 
bei Lemna der wirkliche Abrundungs- 
verlauf dem theoretischen tatsachlich 
mit groRer Annaherung entspricht. Es 
wird daher in den folgenden Ausfiih- 
rungen der Abrundungsvorgang bei der 
Plasmolyse durch eine exponentielle 
Naherungsformel wiedergegeben, in der 
die Oberflache O (bzw. r) als Funktion 
der Zeit ¢ auftritt, wobei ¢ die nach 
Einlegung in das Plasmolytikum ver- 
streichende Zeit darstellt: 


i 


& t (Min) 
Abb. 1. Verianderung des Ober- 
flichenverhaltnisses r und seines na- 
tiirlichen Logarithmus mit der Zeit. 
Nachweis, der wirkliche Plas- 
molyseverlauf nach Ablésung des 
Plasmas von der Wand theoretisch 
einer Exponentialfunktion nahe- 
kommt. Die Werte der logarithmischen 
Darstellung (unten) bilden mit gré- 
Rerer Anniherung eine Gerade als 
die Werte der linearen Darstellung 

(oben). 


20 
0 20 30 40 50 60 Min. 
lar 
4. 
1 
a i 
a. 
' 
a 


G. Schaefer 
a 


O = Onin* (1) 


Die Naherungsformel gilt in dem Bereich O << t < PZ und verliert dariiber 
hinaus ihren Sinn. a kann als ,,Abrundungskoeffizient“ bezeichnet werden. 
Er ist in unserem Falle nur von der Plasmaspannung, der Viskositaét und 
der Plasmadicke abhangig, und zwar wird er gréfer (die Abrundung 
schneller) bei wachsender Spannung, kleiner (die Abrundung langsamer) 
bei wachsender Viskositaét und Dicke, was man zur Veranschaulichung etwa 
folgendermafen ausdriicken kann: 


(pz— 


(2) 


Plasmaspannung (2) 


Der Abrundungskoeffizient a ist also ein relatives Maf fiir das Zu- 
sammenwirken von Plasmaspannung, Viskositat und Plasmadicke. 
Um <Aufschlu8 iiber das Verhalten der drei Gréfen im einzelnen zu ge- 
winnen, muff er zunachst zahlenmafig bestimmt werden kénnen. Mar 
schreibt zu dem Zwecke Gleichung (1) in der Form 


(PZ—2) 


Onin 


und logarithmiert sie zur Basis e, so da man erhalt 


und 


(3) 


Zu dem Zeitpunkt t,, in dem sich gerade das gesamte Plasma von der Wand 
abgelést hat, betrage das Oberflachenverhaltnis r=r,. Dann ist unter Ein- 
setzen von PZ — t, = PZ’ 


In r, 100 
(s. Abb. 1). (4) 
Dieses ist nun die endgiiltige Bestimmungsformel fiir a. Sie erméglicht eine 
Berechnung des gesuchten Koeffizienten aus den Gréfen r, und PZ’, welche 
sich aus Plasmolyseform und Plasmolysezeit leicht in der angegebenen 
Weise ableiten lassen. Der mittlere quadratische Fehler von a betrigt nach 
dem Gaufschen Fehlerfortpflanzungsgesetz 


= + V(100 -Alnr,)? + a2 “(A PZ’). (5) 


1 Daf im Exponenten als Koeffizient der Zeit nicht a, sondern 4/100 eingesetzt 
wurde, hat rein praktische Griinde. Es werden dadurch zu lange Dezimalbriiche 
fiir « vermieden. 


2? Das unbestimmte Funktionszeichen f soll ausdriicken, daf keinesfalls lineare 
Proportionalitét zu bestehen braucht. 


a 
In r= (PZ t) 
100 
Inr- 100 
= 
: 
: 
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In dieser Fehlerformel bedeutet Alnr, den mittleren absoluten Fehler von 
Inr,, welcher aus Tab. 1 zu entnehmen ist, und A PZ’ den mittleren qua- 
dratischen Fehler von PZ’, der sich aus den Fehlern von PZ und t, durch 
die Formel 

(A PZ’)? = (A PZ)? + (A ta)? 
ergibt. 

Der Abrundungskoeffizient a ist eine von der Wandhaftung 
unabhiangige, charakteristische GréRe des Zytoplasmas. Er stellt bei 
Beriicksichtigung von Plasmaspannung und Plasmadicke und nach Durch- 
fiihrung einer Fehlerrechnung trotz der grofen Ungenauigkeit der PF- 
Abschatzung ein exakteres und biologisch einwandfreieres ViskositatsmaR 
dar als die Plasmolysezeit. 


P2 (Min) 


Absiand von der Wurre!spitze 

Abb. 2. Der Gradient der PZ und PF in der Lemna-Wurzel (Kulturalter 18 Tage) 
und die zugehérigen a-Werte. Nachweis, da der Plasmolysezeitgradient vornehm- 
lich eine Wirkung der Wandhaftung des Plasmas und keine einfache Viskositits- 
wirkung darstellt. Die Streubereiche geben die mittleren quadratischen Fehler, die 
Zahlen zwischen den Werten die p-Werte der statistischen Sicherung an (vgl. 
Kuckuck und Mudra 1950). Der schwache Gradient der a-Werte ist statistisch 
nicht gesichert (p > 5%) und daher bislang ohne allgemeine Bedeutung. Er wiirde 
zudem eher auf eine Erniedrigung der Viskositét in der Streckungszone hindeuten 
als auf eine Erhéhung (s. Glehg. 2). 


4. Praktische Beispiele 


Im folgenden sollen nun an Hand von drei Beispielen Verlauf und 
praktische Bedeutung einer a-Bestimmung gezeigt werden. ; 

1. Wie Pirson und Seidel (1950) naher untersucht haben, zeigt die 
PZ in der Lemna-Wurzel einen Gradienten, der am Ende der Streckungs- 
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Tab. 2a. PF, PZ und @ verschieden alter Kulturen von Lemna 
Gradienten wie die PF und PZ. Die a-Differenz zwischen « 
schwach gesichert (p-Wert durchschnittli 


Kulturda 
Millimeter hinter Spitze 2,2 29 3,1 
schwach stark 
PZ (Min.) 30 32,5 37,5 
ta 5 5 5 
In ra 0,30 0,37 0,41 
PZ’ (Min.) 25 27,5 32,5 
In 
a = 100 (Min.—1) 1,20 1,34 1,26 
(Aa) m (Min. 1) + 0,10 


mna-Wurzeln. « bildet innerhalb der Wurzeln keinen gesicherten 
en den verschiedenen Kulturaltern (Tab. 2a und 2b) ist  statistisch 
ittlich 3%, vgl. Kuckuck und Mudra 1950). 


rdauer 18 Tage 


10 


12—14 


stirker 
konkav 


extrem 
konkav 1 


stark 
konkav 


schwach 
konkav 


stark 
unregelm. 
konvex 


schwach 
unregelm. 
konvex 


42,5 
10 


50 


27,5 
5 


0,22 


| 
4 5 6 
30 20 
10 5 5 
SSS 
3) 82,5 40 
30 
6 1 1.47 
| 1,47 1,20 0,99 
10 
+ 0,17 + 0,17 0 
+ 0,18 + 0,32 
i 
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Tab. 2b. PF, PZ und «a versch 


Kulturd 
Millimeter hinter Spitze 2,2 7 3,1 
unregelm. schwach 
PF konvex eckig konkav 
PZ (Min.) 10 15 20 
ta 5 5 10 
In ra 0,14 0,22 0,30 
PZ (Min.) 5 10 10 
In 
a = 5+ 100 (Min.~1) 2,80 2,20 3,00 
(Ac)m (Min.- 1) + 0,89 + 0,48 + 0,58 


rschieden alter Kulturen (vgl. Tab. 2a). 


irdauer 31 Tage 


4 5 6 8 10 12—14 
vach schwach | schwach | unregelm. 
kav konkav konkav konkav konvex konvex konvex 
0 27,5 20 15 10 5 5 
0 15 10 5 5 5 5 
30 0,37 0,30 0,30 0,14 0 0 
0 12,5 10 10 5 0 0 
00 2,95 3,00 3,00 2,80 unbest. unbest. 
0,58 + 0,44 + 0,58 + 0,45 + 0,89 — — 


| 
| 
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zone ein Maximum hat und sowohl zur Spitze als auch zur Basis der Wur- 
zel hin abfallt. Zur Priifung der Frage, ob dieser Gradient tatsiachlich, wie 
gewohnlich angenommen, ein Viskositatsgradient ist, wurden je acht junge 
Wurzeln (Kulturdauer 18 Tage) und zum Vergleich acht alte Wurzeln 
(Kulturdauer 31 Tage) auf ihre a-Werte hin untersucht. Das Ergebnis ist 
in Tab. 2 und Abb. 2 dargestellt. Es ist daraus zu ersehen, dafi der PZ- 
Gradient der Lemna-Wurzel in den a-Werten nicht in Erscheinung tritt 
und daher kein einfacher Viskositatsgradient sein kann, sondern vornehm- 
lich eine Wirkung unterschiedlicher Wandhaftung darstellt. Es liegt nahe, 
da in den Zonen starken Membranwachstums ein besonders inniger Kon- 
takt des Plasmas mit der Wand besteht, der ein Losliésen bei der Plasmo- 


Tab. 3. Wirkung von Isopropylalkohol auf den Abrundungskoeffizienten a, Ein- 
wirkungsdauer 15 Min., Konzentration 4%, Plasmolyse in 0,4 mol Glukose. Differenz 
gut gesichert. 


Normal Alkoholbehandlung 


PF konkav konkav 
PZ (Min.) 47,5 
la 
In ra 
PZ (Min.) 
(Min.—!) 


(Aa) m (Min.—') 


Pp -Wert 0,1 2% 


lyse erschwert (vgl. Biinning 1948) *. — In alten Wurzeln ist der durch- 
schnitiliche a-Wert gréfer (die Abrundung schneller) als in jiingeren 
Wurzeln, was durch eine Abnahme der Viskositat, aber auch schon allein 
durch die Abnahme der Plasmadicke erklart werden kann. Dieser Versuch 
zeigt, wie vorsichtig man bei der Deutung der PZ als ,,Viskositats“maf 
vorgehen muff und wie aufschlufreich eine a-Berechnung sein kann. Daf 


* Bei Objekten mit gréferer Plasmadicke scheint bei der Plasmolyse allerdings 
haufig ein Abreifien der auferen Plasmaschicht vom iibrigen Plasma einzutreten 
(vgl. Strugger 1949), so da in solchen Fallen die Wandhaftung eine unter- 
geordnete Rolle bei der Plasmolyse spielt und der Ablésungsvorgang von 
der Viskositaét des Ektoplasmas bestimmt wird. Aber auch in solchen Fallen er- 
iibrigt sich eine o-Bestimmung keinesfalls, da man im allgemeinen nicht nur die 
Viskositat des Ektoplasmas, sondern die des gesamten Plasmas untersucht. 
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in wachsenden Zellen die Viskositaét nicht unbedingt erhéht und in Dauer- 
zellen erniedrigt sein muf, zeigten schon Untersuchungen von Borriss 
(1938), Ruge (1940) und Virgin (1951) mit der Plasmolyse- bzw. Zentri- 
fugen-Methode an Helodea. 

2. Durch kurzzeitige Einwirkung von Isopropylalkohol auf Lemna- 
Wurzeln (10 Wurzeln wurden 15 Minuten lang in 4%igem Isopropylalkohol 
gehalten und dann in 0,4mol Glukoselésung plasmolysiert) wurde eine 
Zunahme der a-Werte bewirkt (Tab. 3). Eine Erhéhung der Plasmaspan- 
nung bei Anwendung des grenzflachenaktiven Alkohols ist zwar méglich, 
jedoch unwahrscheinlich (vgl. Czapek 1911 und Diskussion bei Netter 
1951). Da zudem die Dicke der Plasmaschicht sich in der kurzen Zeit des 
Versuches nicht wesentlich andern konnte, so ist die Verdoppelung des 


Tab. 4. Verinderung des Abrundungskoeffizienten « bei 16stiindiger anaerober 
Atmung in Stickstoffatmosphare. Differenz schwach gesichert. 


Normalatmosphiare 


bzw. O.-Atmosphire N2-Atmosphire 


PF eckig 
PZ (Min.) 30 
la y 5 
In ra 
PZ' (Min.) 
« (Min.—1) 


(@)m (Min.—!) 


p-Wert 5% 


Abrundungskoeffizienten a in diesem Falle wohl eher auf eine Erniedri- 
gung der Viskositat zuriickzufiihren. Diese Deutung deckt sich mit Ergeb- 
nissen von Heilbronn (1914), el Derry (1930), Northen (1938), 
Currier (1949) u. a. an narkotisierten Pflanzen. 

3. Es wurden Plasmolyseform und -zeit von je 10 Pflanzen aus einer 
O,.-Atmosphire und von 10 Pflanzen aus einer reinen N,-Atmosphare nach 
16stiindiger Verdunkelung vermessen und die zugehérigen a-Werte berech- 
net. Das Ergebnis ist in Tab. 4 dargestellt. Ob das bei anaerober Atmung 
vorgefundene Absinken von a auf die Hialfte des bei aerober Atmung er- 
halienen Wertes durch eine Verainderung der Plasmaspannung, der Vis- 
kositat, oder durch beide zugleich hervorgerufen ist, kann nicht sicher ent- 
schieden werden. Ein wesentlicher Unterschied der Plasmadicke war optisch 
nicht festzustellen, kommt also wohl nicht als Ursache der Veranderung in 
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Betracht. Friihere Versuche ergaben (Schaefer 1954), da nach 24stiin- 
diger anaerober Atmung in Stickstoffatmosphire klebrige, Faden ziehende 
Protoplasten auftreten, die Krampfplasmolyse zeigen, — Erscheinungen, 
die auf eine erhéhte Viskositat schlieBen lassen. Es ist somit wahrscheinlich, 
daf die hier bei unterdriickter Atmung gefundene Erniedrigung von a auf 
einer Erhéhung der Viskositaét beruht (vgl. auch Seifriz 1950). 


Es sei ausdriicklich betont, da! in den obigen Versuchen die Grund- 
voraussetzung einer a-Bestimmung erfiillt war: die Protoplasten hatten 
sich nach der Zeit ¢, durchschnittlich von simtlichen Zellwanden gelést. Das 
Verfahren versagt in all den Fallen, wo eine Lésung des Plasmas von 
der Wand unierbleibt oder zu spat erfolgt, jedoch lassen sich solche Fille 
oft durch Anwendung starker hypertonischer Plasmolytika ausschalten. 

Als Faustregel fiir eine a-Probe sei abschlieRend bemerkt, da nach den 
bisher gemachien Erfahrungen eine Veranderung von a auf mehr als das 
Doppelte oder die Hialfte als statistisch gesicherter Unterschied zu werten 
ist, sofern mindestens acht Zellen vermessen wurden. Derartige Unter- 
schiede sind allgemein gréfer als der zweifache mittlere Fehler von .a, der 
durch die Ungenauigkeit der PF-Abschatzung und PZ-Messung und durch 
die biologische Streuung seitens des Objektes entsteht. 

Die zusitzliche Durchfiihrung einer a-Bestimmung zu den anderen 
Methoden der Viskositatsmessung diirfte die Aussagen iiber das Verhalten 
der plasmatischen Viskositaét zukiinftig noch besser fundieren. In den sicher 
nicht seltenen Fallen allerdings, in denen Plasmaspannung und Viskositat 
durch denselben stofflichen Faktor verandert werden, lassen sich ihre Aus- 
wirkungen auf den Abrundungskoeffizienten schwer trennen. In solchen 
Fallen wird die Plasmolyseform- und -zeitmethode so lange versagen, bis 
die Plasmaspannung unseren Messungen zuganglich wird. Vorliufig kann 
die Aufgabe dieser Methode nur darin bestehen, AufschluR zu geben iiber 
die Wandhaftung des Plasmas (bzw. Viskositit des ,,.Ektoplasmas”) einer- 
seits und das Zusammenwirken von Viskositat, Spannung und Dicke des 
Plasmas andererseits. Eine Analyse des letztgenannten Komplexes gelingt 
gegenwartig nur teilweise durch vorsichtiges Abschaitzen der Plasmadicke 
und durch kritische Anwendung der Zentrifugiermethode zur Bestimmung 
der Viskositat. Eingehende Erfahrungen auf diesem Gebiet miissen erst 
noch gesammelt und sollen in einer spiteren Verdffentlichung mitgeteilt 
werden. 


5. Zusammenfassung 


1. Die geschichtliche Entwicklung der Plasmolyseform- und -zeitmethode 
wird skizziert. 

2. Mit Hilfe einfacher stereometrischer Modelle werden die hiufigsten 
Typen der Plasmolyseform quantitativ erfaft. 

3. Die Zulassigkeit einer quantitativen Verkniipfung von Plasmolyse- 
form und Plasmolysezeit in einer Exponentialfunktion wird experimentell 
gepriift. 

4. Als neue charakteristische Gréfe fiir den Plasmazustand wird der 
a eingefiihrt. 


i: 
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5. Die Bedeutung dieses Koeffizienten sowie seine Abhangigkeit von 
Viskositét, Plasmaspannung und Pinsmadicke werden an Hand dreier Bei- 
spiele demonstriert. 

, 6. Es wird mit Hilfe der a-Bestimmung gezeigt, dafi der Plasmolyse- 
Porn eh der Lemna-Wurzel im wesentlichen ein Gradient der Wand- 
haftung und nicht der Viskositat ist, da er in den a-Werten nicht auftritt. 
Durch Behandlung mit Isopropylalkohol laRt sich der Koeffizient bei Lemna 
dagegen erhéhen, durch Hemmung der aeroben Atmung vermindern, was 
in diesen Fallen mit einer Anderung der Viskositat erklart werden kann. 


Herrn Prof. Dr. A. Pirson méchte ich an dieser Stelle fiir fruchtbare 
Anregungen danken. Die experimentellen Untersuchungen wurden von der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft in dankenswerter Weise unterstiitzt. 
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Die Leukoplasten von Helleborus 


Von 


Irmtraud Thaler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 5 Textabbildungen 


(Eingelangt am 26. November 1954) 


Bei den Dicotylen sind die Leukoplasten nur von sehr geringer GréRe, 
meist bedeutend kleiner als die Chloroplasten. VerhaltnismafRig grofe und 
daher leichter zu beobachtende Leukoplasten kannte man bisher nur bei 
den Commelinaceen, Liliaceen und einigen anderen Monocotylen. Es war 
daher iiberraschend, in der Blattepidermis von Helleborus corsicus groRe 
kugelférmige Gebilde zu finden, die sich bei naherer Untersuchung als 
Leukoplasten erwiesen (Thaler 1953). Eine Vorstellung von der Grobe 
dieser Leukoplasten gibt ein Vergleich mit den Leukoplasten von Trades- 
cantia discolor, die schon als besonders grof gelten. Unter der Annahme, 
daf die Leukoplasten kugelférmige Gestalt besitzen, haben die von Trades- 
cantia ein Volumen von 4°, die von Helleborus corsicus aber ein Volumen 
von 600 u* (Abb. ta und b). Diese grofen Leukoplasten kommen bei 
Helleborus corsicus in allen Organen mit Ausnahme der Wurzel vor, aber 
nur in den Epidermiszellen und im chloroplastenfreien Blatthypoderma. 
Andere Arten der Gattung Helleborus, wie Helleborus foetidus, Helleborus 
niger und Helleborus olympicus, weisen auch in den Epidermiszellen der 
Blatter keine derartigen Riesenleukoplasten auf. Dagegen ergab die Unter- 
suchung von Helleborus-F riichten, daR in der Epidermis der Kapsel- 
wand auch bei Helleborus niger und Helleborus foetidus diese grofen 
Leukoplasiten vorkommen. Was die Leukoplasten bei Helleborus besonders 
interessant macht, ist, daf sie in jungen, ungefahr 3mm grofen Blatt- 
anlagen mit Starke erfiillt sind. Mit fortschreitender Entwicklung des Blat- 
tes wird die Starke abgebaut und die Leukoplasten bilden dann Eiweift 
(Hartel und Thaler 1953). Der besondere Eiweifreichtum kommt durch 
den positiven Ausfall der Eiweiftreaktionen (Millon, Biuret, Xanthoprotein, 
Ninhydrin) zum Ausdruck. Diese Leukoplasten wurden daher als Proteino- 
plasten bezeichnet. Uber das Verhalten dieser Plastiden gegeniiber ver- 
schiedenen Reagenzien vergleiche Hartel und Thaler (1953). In intak- 
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ten Zellen in Wasser liegender Schnitte bleiben die Plastiden lange unver- 
andert erhalten, in verletzten Zellen verschwinden sie momentan. Werden 
Blatter einige Tage unter Wasser bei 38°C gehalten, so veraindern sich dic 
Leukoplasten vollkommen. Sie haben eine intensive braunliche Farbung 
angenommen, ebenso wie Leukoplasten in erfrorenen Zellen. Die so ver- 
ainderten Leukoplasten lassen sich durch Zerreiben der Blattepidermis iso- 
lieren und bleiben dabei in Wasser wie auch in Sauren erhalten. 

Eine Lebendfarbung der Leukoplasten gelang weder mit sauren Farb- 
stoffen (Siurefuchsin, Eosin) noch mit basischen (Neutralrot, Toluidinblau 
und Pyronin); ebensowenig gelang eine Vitalfarbung mit Rhodamin B. Bei 
Behandlung mit dem sauren Fluorochrom Kaliumfluoreszein laRt sich bei 
pH 3,5 und pH 35 im Fluoreszenzmikroskop eine starke Gelbfluoreszenz der 
Leukoplasten erzielen. 

Durch die Untersuchung von Strugger (1951) itiber das Vorkommen 
eines primaren Granums in Pro- 
plastiden ist die Frage nach dem 
Vorkommen eines’ derartigen 
K6érpers auch in Leukoplasten 
aktuell geworden. Perner 
(1954) hat fiir die Leukoplasiten 
von Allium Cepa und Trades- 
cantia virginica die Existenz 
eines primaren Granums nach- 
gewiesen, doch ist dieses Ge- 
bilde im Hellfeld wahrscheinlich 
infolge des geringen Lichtbre- 

a  chungsunterschiedes nicht zu 

Abb. 1a. Helleborus corsicus, Leukoplasten Sehen, dagegen wohl im Phasen- 

in der Blattepidermis. kontrastmikroskop und im Dun- 

Abb. 1b. Tradescantia virginica, Leuko- kelfeld. Nach eigenen Beobach- 

plasten in der Blattepidermis. tungen sind bei Allium nutans 

und Chlorophytum comosum die 

Grana schon im Hellfeld leicht zu sehen, und zwar in den Leukoplasten der 

Epidermiszellen der Bliitenblatter von Allium meist ein (vgl. Abb. 2 a), in 
denen von Chlorophytum ein bis drei Grana in jedem Leukoplasten. 

Auch die Leukoplasten von Helleborus corsicus sind im Hellfeld keines- 
wegs immer homogen: es ist in ihnen nicht selten ein rundes, farbloses 
Gebilde zu beobachten, bei manchen Pflanzen ist es in jedem Leukoplast 
der Epidermiszellen vorhanden, wahrend es in der Epidermis der Blat- 
ter derselben Pflanze nur selten zu sehen ist. Infolge der starken Cuticular- 
riefung konnie man im Phasenkontrastmikroskop allerdings keine weiteren 
Aufschliisse iiber diesen Einschlu&kérper erhalten. Die Identifizierung die- 
ses Gebildes mit schon von anderen Autoren in Leukoplasten aufgefundenen 
Einschliissen st6Rt jedoch auf Schwierigkeiten. Schon Meyer (1883) bildet 
Leukoplasten mit farblosen Einschlu&kérpern in den Epidermiszellen von 
Yucca filamentosa ab und schreibt dariiber: ..Diese Anaplasten fiihren nie- 
mals Starke; sie sind ganz homogen, enthalten aber meist einen EinschluR 
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von stairkerem Lichtbrechungsvermégen.” Schimper (1885) hat in den 
Leukoplasten von Goodyera pubescens Einschluf®kérper gesehen, dessen 
Natur er nicht feststellen konnte. Dann hat Zimmermann (1893) in den 
Leukoplasten einiger Tradescantia-Arten starker lichtbrechende kugelige 
Koérper beobachtet, er bezeichnet sie als Leukosomen. Ahnlich aiufert sich 
Dangeard (1951) iiber die Einschlu&kérper in den Leukoplasten von 
Serapias lingua, .les leucoplastes épidermiques renferment une inclusion 
peu visible, de natur inconnue...* Dieser Einschluf ist jedenfalls weder 
Starke noch Ol. Auch bei Orchis latifolia enthalten die Leukoplasten einen 
oder zwei groRe Einschlufkérper. 


Abb. 2a. Helleborus corsicus, Blattepidermis in verdiinnter KOH-Lésung, Leuko- 
plasten mit Grana. 

Abb. 2b. AusstoBen des EinschluBkérpers durch Einwirkung von Jod-Jodkali. 

Abb. 2c. Helleborus corsicus, Stengelepidermis (lebend), in jedem Leukoplast ein 
Einschlu&k6rper. 


Die in den Leukoplasten von Helleborus schon im Hellfeld leicht zu 
sehenden Gebilde wurden zunichst als Vakuolen aufgefaft. Neue Beob- 
achtungen sprechen aber gegen diese Deutung. In alternden Zellen wird 
der EinschluRkérper nicht selten aus den Leukoplasten ausgestofen und 
bleibt, ohne seine kugelige Form zu verandern, im Cytoplasma erhalten, 
er macht dann den Eindruck eines festen Kérpers. Durch Einwirkung von 
Jod-Jodkali oder Millonschem Reagens kann das Ausstofen aus dem 
Stroma kiinstlich hervorgerufen werden (vgl. Abb. 2b). Der Einschluf- 
koérper kann seine Lage im Stroma verandern. Bartels (1953) beobachtete, 
da® in Schnitten, die in hypotonischen Lésungen liegen, die Grana inner- 
halb der Plastiden in Bewegung geraten, schlieBlich sprengen sie die 
Plastidengrenzschicht und gelangen so ins Plasma. 

Auffallend ist, da dieser EinschluR keineswegs immer zu sehen ist. 
Von welchen Anderungen der Leukoplasten dies abhangt, konnte nicht 
ermittelt werden. Vielleicht handelt es sich um eine Anderung der Licht- 
brechungsunterschiede zwischen Leukoplastenstroma und Einschlufkérper. 
Langeres Verdunkeln brachte diese Gebilde nicht zum Verschwinden: be- 
achtenswert ist es jedenfalls, da® dies Zimmermann (1893) auch fiir 
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die Leukosomen von Tradescantia angibt. Die Einschlu&kérper der Leuko- 
plasten von Helleborus sind mit dem Granum, das Perner (1954) fiir die 
Leukoplasten beschrieben hat und das wir bei Chlorophytum comosum und 
Anthericum ramosum gesehen haben, wohl nicht zu identifizieren: 

Es werden in verdiinnten KOH-Lésungen kleine Partikeln in den 
Leukoplasten sichtbar; diese Gebilde kénnten mit den ,optisch maskierten 
Grana“, die Bartels (1953) durch Quellung des Stromas in den Leuko- 
plasten des somatischen Gewebes der Vicia Faba-Wurzel sichtbar gemacht 
hatte, verglichen werden (Abb. 2c). 

Bei derartig auffallend grofen Zellorganellen, wie es die Leukoplasten 
von Helleborus sind. drangt sich die Frage auf, ob ihnen eine besondere 


Abb. 3a. Helleborus corsicus, Lappenkerne in der Fruchtwandepidermis. 
Abb. 3b. Teilkerne des Lappenkernes, umgeben von Leukoplasten, in der Mitte 
ein Aggregat von nadelférmigen Kristallen. 


Funktion zukommt. Im Friihstadium ihrer Entwicklung besitzen sie, wie 
bereits erwahnt, die Fahigkeit, Starke zu bilden. Nach dem Verschwinden 
der Starke werden die Leukoplasten eiweifreich. sie erlangen also die 
Fahigkeit zur Eiweifisynthese. Ob dieses Eiweif® dauernd umgesetzt wird, 
laRt sich nicht feststellen; eine Abnahme der Intensitat der EiweiBreaktion 
der Leukoplasten beim Vergilben der Blatter war jedenfalls nicht wahrzu- 
nehmen. 

Nach der von Caspersson (1941) begriindeten Ansicht geht die Bil- 
dung der Nukleinsiuren und damit der Nukleoproteide primar vom Zell- 
kern (Chromatin und Nukleolus) aus. In Zellen, die eiweiBreiche Zell- 
organellen enthalien, kann demnach eine gesteigerte Aktivitat des Zell- 
kernes vermutet werden. Stoffwechselaktive Zellkerne zeichnen sich durch 
besondere morphologische Eigenheiten, wie Lappenbildung und Ober- 
flaichenvergréRerung, aus. Die Zellkerne der Blattepidermis von Helleborus 
corsicus sind grof und enthalten einen oder mehrere voluminése Nukleolen. 
Einen iiberraschenden Anblick bieten die Zellkerne der Epidermis der 
Fruchtwand. Sie sind mit vielen Lappen versehen und zerfallen nicht sel- 
ten in einzelne Teilkerne, von denen manche Nukleolen besitzen, andere 
nicht (vgl. Abb. 3a). Diese Kerne gleichen in ihrem Aussehen ganz den 
noyaux geants, die Martin (1946) im Parenchym des Rhizoms von 
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Topinambur unter dem Einfluf# von Colchizin und Naphthylessigsaure er- 
zielte. Martin fat sie als die Folge wiederholter Stathmokinesen auf. 
Bemerkenswert ist es nun, dafi die Kerne der Fruchtwandepidermis man- 


Abb. 4a. Helleborus corsicus, ungeschadigte Zelle der Fruchtwandepidermis; Leuko- 
plasten in Systrophe um den Kern. 
Abb. 4b. Geschadigte Zeile der Fruchtwandepidermis, Leukoplasten vereinigen sich 
zu einer einheitlichen Masse. 


cher Allium-Arten ahnliche Riesenkerne besitzen (Allium karataviense und 
Allium Ostrowskianum). Bei diesen Allium-Arten enthalt die Epidermis 
der Fruchtwand nun auch 
sehr grofe Leukoplasten, 
die an GréBe denen von 
Helleborus corsicus kaum 
nachstehen. Es scheint also 
eine Relation zwischen der 
GréRe (Polyploidiestufe?) 
des Zellkernes und der 
GroRe der Leukoplasten 
und damit dem Eiweifreich- 
tum der Zelle zu bestehen. 

In diesem Zusammenhang 


x Abb. 5a. Helleborus corsicus, Kristallnadeln in 
ist noch auf einen weiteren 


96%igem Alkohol. 


sehr eigenartigen Inhalts- Abb. 5 b. Kristallnadeln in 3%iger Schwefelsaure. 
k6rper der Epidermiszellen 


der Fruchtwand von Helleborus corsicus hinzuweisen. Es sind dies 
kleine nadelférmige Kristalle, die in grofer Zahl dicht geschart um 
den Kern liegen und ihn oft vollkommen einhiillen (vgl. Abb. 35). 
Diese Kristalle liegen im Cytoplasma und werden offenbar im Zuge 
des Zustandekommens der Plasma-Karyostrophe in breiten Cytoplasma- 
bandern und Strangen mit den Leukoplasten an den Kern heran- 
gefiihrt. Sobald die Kristall- und Leukoplasten-Systrophe perfekt ist, blei- 
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ben zwar die Cytoplasmastriinge oft erhalten, scheinen aber vollkommen 
zu erstarren und zeigen keine Spur von Strémung mehr (Abb. 4a). Tritt 
eine Schidigung der Zelle ein, so vereinigen sich die Leukoplasten zu einer 
einheitlichen Masse um den Kern (Abb. 4b). Die chemische Natur dieser 
Kristalle konnte nicht eindeutig ermittelt werden, da wenig Friichte zur 
Verfiigung standen und der Reifungsprozef sehr rasch vor sich geht. Die 
Kristalle sind auRerst schwer lislich, sie bleiben in konzentrierter Salzsiure 
und Salpetersiure erhalten und widerstehen selbst konzentrierter Schwefel- 
saure (vgl. Abb. 5) sehr lange, ebenso konzentrierter Kalilauge, die Kristall- 
nadeln, die negativ doppelbrechend sind, geben die Xanthoprotein- und die 
Millonreaktion, die wohl infolge der Kleinheit der Kristalle nur wenig 
intensiv sichtbar wird. Hinsichtlich ihrer schweren Loslichkeit und auch 
morphologisch erinnern sie an die Kristalle in der Epidermis der Zwiebel- 
Schuppenblatter von Lilium candidum; diese entstehen aus den Sterino- 
plasten und wurden von Mirande (1923) naher beschrieben. 


Zusammenfassung 


Die grofen Proteinoplasten, die fiir die Epidermis des Laubblattes von 
Helleborus corsicus beschrieben wurden, konnten auch in der Fruchtwand- 
epidermis von Helleborus foetidus, Helleborus niger und Helleborus olym- 
picus beobachtet werden. Der EinschluRkérper, der haufig in den Leuko- 
plasten in Einzahl zu sehen ist, kann nicht mit einem Granum identifiziert 
werden: bei Quellung in KOH treten in den Leukoplasten von Helleborus 
ein oder zwei Partikel auf, die Ahnlichkeit mit dem Granum von Allium 
Cepa und Vicia Faba haben. In der Fruchtwandepidermis von Helleborus 
corsicus, Allium karataviense und Allium Ostrormwskianum findet man in 
der Regel groRe Zellkerne mit Lappenbildung oder eine Anzahl von Teil- 
kernen. In den Epidermiszellen der Frucht von Helleborus corsicus liegen 
im Cytoplasma um den Zellkern kleine, sehr schwer lésliche Kristallnadeln 
unbekannter Natur. 

Literatur 


Bartels, 1953: Cytologische Studien an Leukoplasten unterirdischer Pflanzen- 
organe, Diss. Miinster (noch unver6ffentlicht). 

Caspersson, 1944: Studien iiber den EiweiRumsatz der Zelle. Naturw. 29. 

Dang éard, 1951: Recherches sur la structure des chloroplastes et des leucoplastes. 
Le Botaniste 35. 

Hartel und Thaler, 1953: Die Proteinoplasten von Helleborus corsicus Willd. 
Protoplasma 42. 

Martin, 1946: Action de la Colchicine sur les Tissus de Topinambour cultivés 
«in vitro ». Rev. Cytologie et de Cytophysiologie végét. 8. 

Metzner, 1952: Cytochemische Untersuchungen iiber das Vorkommen von 

Nukleinsauren in Chloroplasten. Biol. Zbl. 77. 


Meyer, 1883: Das Chlorophyllkorn in chemischer, morphologischer und_biolo- 
gischer Beziehung. Leipzig. 


Mirande, 1923: Sur les organites élaborateurs particuliers (stérinoplastes) de 
l’épiderme des écailles de bulbes de Lis blanc. C. r. 167. 


; 
> 
3 


Die Leukoplasten von Helleborus 443 


Perner, 1954: Zum mikroskopischen Nachweis des ,priméren Granums“ in den 
Leukoplasten. Ber. dtsch. bot. Ges. 47. 

Schimper, 1885: Untersuchungen iiber die Chlorophyllkérper und die ihnen 
homologen Gebilde. Jb. wiss. Bot. 16. 

Strugger, 1953: Uber die Struktur der Proplastiden. Ber. dtsch. bot. Ges. 46. 

— 1954: Die Proplastiden in den jungen Blattern von Agapanthus umbellatus 
L’Hérit. Protoplasma 43. 

Thaler, 1953: Proteinoplasten fehlen den Schliefzellen. Protoplasma 42. 

Zimmermann, 1893: Beitrige zur Morphologie und Physiologie der Pflanzen- 
zelle. 1. Tiibingen. 


Be 
| 
: 
: 
4 
et 
BY 


Sammelreferat 


The Reduction of Silver Nitrate by Plant Cells, 
Particularly by Chloroplasts 


By 
Susumu Nagai 


The Institute of Polytechnics. Osaka City University, Ogimachi Kita-ku Osaka, 
Japan 


With 4 Text-figures 


(Received June 24, 1954) 


I. Introduction 


The reduction of silver nitrate by plant cells, particularly by chloro- 
plasts, has been studied as a remarkable phenomenon which is closely 
associated with the vital activity of the cell. Since the exploratory ob- 
servation by Molisch (1918a), numerous works on this problem were 
performed in the field of cytology and cellular physiology. As the dar- 
kening due to reduced silver is specifically conspicuous only on the chloro- 
plasts of intact cells, certain mechanisms other than simple reduction have 
been assumed by many investigators. The present review deals mainly 
with the works appeared during the recent fifteen years since the previous 
review by Weber (1937b), attempting to evaluate what they have con- 
tributed for elucidation of this phenomenon. 

Darkening of the chloroplast due to reduced silver without notable 
coloration or precipitation elsewhere is named the “Molisch reaction.” 
And the Molisch reaction in strict sense is called negative when the parti- 
cular darkening of chloroplast does not occur. Reduction of silver reagent 
does not necessarily cause the Molisch reaction. According to cases, the 
whole cytoplasm and vacuole may become dark with diffusely scattered 
precipitate of silver, leaving the chloroplast not darkened. Conditions 


necessary for the darkening of chloroplast are chiefly considered in the 
following. 


II. Conditions and mechanisms of the Molisch reaction 


A. Ascorbic ‘acid 


Based on the strong reducing capacity of ascorbic acid (reduced form) 
the reduction was ascribed to this vitamin by many authors. This was 
a considerable progress in the knowledge on the nature of the reducing 
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agent effective in the Molisch reaction. Giroud and his school (1936, 
1938) carried out extensive investigations on cells of plants as well as of 
animals. These French authors devised an acid silver reagent which was 
composed of 10 parts of silver nitrate, 1 part of glacial acetic acid and 
100 parts of water, pH being about 4.0. The reagent was later called 
“Giroud’s reagent” and was used widely. By the use of this reagent, various 
green tissues of plants showed the Molisch reaction conspicuously. It was 
stated that any other reducing substances than ascorbic acid could not 
reduce silver nitrate in such an acid solution. And the Molisch reaction was 
assumed to be due to the localization of ascorbic acid in chloroplasts. 
They also stated that ascorbic acid content was much higher in chloro- 
phyllous tissues than in non-chlorophyllous ones. Giroud’s reagent was 
frequently employed by later workers. 

Dischendorfer (1937) also used Giroud’s reagent for the treatment 
of the leaf of Gladiolus which contained surprisingly much ascorbic acid 
(above 300 mg.%). Conspicuous darkening of the granular structure which 
corresponded to grana was observed besides chloroplasts (Fig. 1)*. Stand- 
ing on this fact and others, he argued that grana were the centre for 
synthesis of ascorbic acid, which was derived from a certain photosyn- 
thetic product and then diffused across the boundary membranes into the 
vacuole. He also applied potassium permanganate and potassium ferri- 
cyanide and observed the reduction of these reagents in the vacuole, while 
the chloroplast showed no reduction. Ascorbic acid contained in the 
vacuole was, therefore, regarded to have nothing to do with the Molisch 
reaction. On the other hand, somewhat contradictory observation was 
made by Pekarek (1938) who also applied Giroud’s reagent to Gladiolus. 
The green grana which had been distinctive before the treatment appeared 
as tiny blank spots stippled on the darkened background (stroma) which 
had previously been colourless (Figs. 2, 3). So he assumed that the re- 
duction took place at the boundary of the grana and stroma. 


It had been well-established that cells which have previously been 
killed or injured no longer exhibit the Molisch reaction. If the reduction 
would have been ascribed exclusively to ascorbic acid, the failure of the 
Molisch reaction might have meant rapid degradation or oxidation of 
ascorbic acid in a moment of killing of the cell. Weier (1938) examined 
the Molisch reaction in leaves of clover, sorrel, oxalis and several other 
materials by means of various methods of killing prior io application of 
the silver reagent (neutral 2 per cent solution). He could observe the 
reduction even in the previously killed materials provided that these were 
killed under the conditions which prevented oxidation, viz. in hydrogen 
gas or in vacuum. This American author concluded that the substance 
responsible for reduction was ascorbic acid which could retain its reducing 
capacity only in close association with the living chloroplast. 

It is recalled here that Czapek (1920) discussed against Molisch 
(1918 a) on the mechanism of the localized darkening. Czapek observed 
the reduction of silver reagent in one of the fractions extracted by the 
usual chemical procedure from the leaf of Aucuba japonica. He argued 


1 Instead of reproducing the original figures, their numbers in the original 
papers printed in this journal are denoted in italics. 
Protoplasma, Bd. XLIV/4. 34 
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that the reduction could be caused even by the killed cell or cell extract 
in which some reducing substance, probably tannins, was present and also 
that the localized deposition of reduced silver might be conditioned by some 
mechanisms which were not necessarily characteristic of the living cells. 
Molisch (1921) again emphasized the vital specificity of the Molisch 
reaction by repeating experiments to justify his former observations. 
According to the present knowledge, ascorbic acid might have been present 
in the extract examined by Czapek. 


B. Light and chlorophyll 


It was elucidated earlier by Gautheret (1934) that light played an 
indispensable role in the occurrence of the Molisch reaction. Effectiveness 
of light of various wave lengths seemed to depend on the absorption effi- 
ciency by chlorophyll, and the occurrence of the Molisch reaction was 
always accompanied by the greening of plastids in the tissue which had 
been non-chlorophyllous at the beginning. According to this French author 
who stressed the importance of photosensitization in inducing the Molisch 
reaction, even such substances as oxyflavons and tannins that primarily had 
only weak reducing capacity became capable of the reduction when they 
were activated by the photosensitized chlorophyll. 


While most of the authors who ascribed the reduction solely to ascorbic 
acid were apt to overlook the significance of photosensitization, Mirima- 
noff conducted unique studies with considerations critical against the 
significance of ascorbic acid. Quantitatively determined (1938 a, c, d), the 
ascorbic acid content did not change in parallel with the chlorophyll con- 
tent. Several plant materials, e.g. Narcissus and Tulipa, contained much 
larger amount of ascorbic acid in non-chlorophyllous floral portions than 
in their green leaves. In the cytochemical investigation (1938 a) comparing 
the reaction by Giroud’s reagent with those by Fehling’s and Bezssonof’s 
reagents, ascorbic acid was detected mainly in the vacuole. According to 
his conclusion, Giroud’s reagent was not sufficiently specific to ascorbic 
acid in the cytochemical use. He performed a model experiment (1938 e) 
using glucose and glycine for the reducing agent and succeeded to reduce 
silver reagent on the surface of the fine grain of pumice stone artificially 
coated with chlorophyll. The reduction occurred, not in the dark, but only 
in the light. -The non-coated pumice stone could not cause the reduction 
either in the light or in the dark. The significance of chlorophyll as the 
photosensitizer was thus emphasized against the current opinion in favour 
of ascorbic acid as the sole cause. Assuming that the chloroplast was main- 
tained highly photosensitive only in the living cell, he also examined the 
reduction of silver reagent in the cells which were just killed in a con- 
dition preventing oxidation (1939). Contrasted to Weier’s results (1938, 
loc. cit.), the Molisch reaction in the strict sense no longer occurred in any 
of the materials used, but non-localized reduction (diffuse precipitation of 
silver) was observed. 

In fact, the Molisch reaction is too complicated to be explained simply 
by reduction by ascorbic acid or by hypothetical reducing power generated 
through photochemical activation of chlorophyll. The photosensitization 
must also be a key motive of the Molisch reaction as repeatedly emphasized 
by those authors who stressed essential role of light and chlorophyll. 
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C. Physiological conditions and other physical factors 


Weber (1937 b) reviewed the extensive literature with fair probity. 
Though he did not express any decisive opinion on the mechanism of the 
Molisch reaction, later studies conducted by this Austrian author and his 
school seemed to be skeptic on the view of simple reduction caused ex- 
clusively by ascorbic acid. Among them, Hamdallah (1939) found that 
the Molisch reaction was entirely negative in the plants which were made 
chlorotic by iron or magnesium deficiency, in spite of that they contained 
no less ascorbic acid than the normal green ones. Neubauer (1939) con- 
firmed that the ascorbic acid content correlated with the species of the 
plant and the growth activity of cell rather than the chlorophyll and caro- 
tenoid content. Considerably high ascorbic acid content was frequently 
found in some white flowers. It was noticed earlier by Linsbauer (1926) 
that the pattern of silver reduction in guard cells of stomata of Chrys- 
anthemum were quite different according to the open and closed states. 
Héfler (1939), re-examining this relation under well-controlled experi- 
mental conditions, observed that the guard cells of stomata of Vicia faba, 
fully open in CO,-free air, showed the over-all darkening of the proto- 
plast together with the vacuole (Protoplastenschwarzung), while the typical 
Molisch reaction (Chloroplastenschwarzung) took place in the closed state 
(Figs. 2, 3). This author doubted the identity of reducing agent involved 
in the reactions in the open and the closed conditions. Ertl (1939) ob- 
served the silver reduction by the dark-grown cotyledon of a conifer, Picea 
excelsa, which was already green even in the dark. The Molisch reaction 
occurred almost immediately when the cotyledon of this conifer was illu- 


‘minated, whereas other plant materials which had been etiolated in the 


dark and began to green in the light became capable of the Molisch reaction 
after a much longer period in the light. This author assumed that the 
agent of reduction was a certain photosynthetic product related to glucose. 
The green conifer cotyledons which were ready to begin photosynthesis 
could exhibit the Molisch reaction immediately after exposure to light, 
while the etiolated plants were not able to photosynthesize until chloro- 
phyll was formed in the light. Fiirlinger (1938) noticed that plasmo- 
lysis prevented greening of etiolated cotyledons of sunflower and flax even 
when they were kept illuminated. The Molisch reaction could not appear 
in these plasmolysed cotyledons, whereas the reaction turned positive as 
soon as unplasmolysed and deplasmolysed etiolated cotyledons became 
green by the illumination. These investigations re-established that chloro- 
phyll and light were essential factors in the Molisch reaciion. 

Studies by Caruso (1938a, b, c, d, e) and Savelli and Caruso 
(1939, b) were carried out using Giroud’s silver reagent. Diffusely pre- 
cipitated silver in vacuole was often observed beside the darkened chloro- 
plasts. These Italian authors assumed that the photosensitized reduction 
by the chloroplast and other reducing agent (ascorbic acid) could act on 
the silver reagent at the same time but in different ways according to 


physiological conditions of the cell. The typical Molisch reaction might 


be a particular case in which the photosensitized reduction was predomi- 
nant. In regard to ascorbic acid, Weber (1938) and Mirimanoff 
(1938 b) observed the reduction of silver reagent by the secrete from ten- 
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tacles of Drosera. The secrete could reduce silver reagent in the light 
when spotted on filter paper. 

Lepeschkin (1934 a, b) noticed the reduction of silver nitrate by yeast 
cells and erythrocytes when they were treated with silver reagent in the 
dark. He ascribed the reduction to the short-waved “nekrobiotische Strah- 
len” which were, according to his argument, emitted by the dying proto- 
plasm. He assumed that the Molisch reaction of the chloroplast was also 
due to this radiation. This discussion was made in support for his 
“Vitaidetheorie” on the structure of protoplasm. As the chloroplast is 
greatly different in physiological properties from the materials he 
examined, it is yet uncertain whether the chloroplast alone among the 
cellular components would emit such necrobiotic radiations. But it should 
be borne in mind that the Molisch reaction proceeds to its characterized 
pattern in the dying cell. 

Interesting observations were made by Liebaldt on Mnium (1938) 
that the darkening of chloroplast was not uniform among adjoining cells 
in a single piece of tissue, and even among chloroplasts of a single cell 
(Fig. 3). Not infrequently, darkened chloroplasts appeared in concentric 
zones (Fig. 4). In many cases, diffuse flocculum of silver appeared beside 
the darkened chloroplasts. In the leaf of Malva moschata (1937) such con- 
centric zones of diffuse flocculum often appeared centred at the stomata 
(Figs. 1, 2). Uneven darkening around a chloroplast was also observed by 
Weber (1937 a) in the case of Selaginella helvetica (Fig. 2). These evi- 
dences suggest that the pattern of silver deposition is affected also by some 
condition similar to that causes the Liesegang phenomena. It is also 
noticeable that Lloyd (1925) observed periodic zonation and localized 
deposition of the precipitate in his experiment on the cytochemical de- 
tection of potassium by means of the cobalt sodium hexanitrite reagent. 
He criticized incautious application of precipitation reactions in attempt 
to decide the intracellular localization of substances. 

Shinke and Shigenaga (1947) in collaboration with Iijima and 
Hiraoka (1950) examined the reliability of the silver reagent for de- 
tecting ascorbic acid in plant tissues. These Japanese authors carried 
out the model experiments using sliced pith of Sambucus Sieboldiana 
which was infiltrated with solutions of ascorbic acid. Either of the model 
and plant material which had higher ascorbic acid content showed more 
intense reduction than those with lower content. But the leaf of Dio- 
spyros Kaki was found to be an exceptional case in which the Molisch 
reaction was mostly negative in spite of remarkably high ascorbic acid 
content (above 300mg.%). Apart from ascorbic acid, some other com- 
pounds also reduced silver reagent even in acid solution (pH 3 to 4). 
Hence, they concluded that although the silver reagent was useful for 
histochemical detection of ascorbic acid, its specificity and sensitivity 
were much lower than considered by precedent authors. 


D. Surface properties 


In further approach to the complexity of the Molisch reaction, surface 
properties and protoplasmic structures in the interior of the chloroplasts 
were noticed in later works of Mirimanoff (1940, 1943). Such mosses 
as Mnium and Lithops showed different patterns in the darkening of the 
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chloroplasts according to fine structures of grana and stroma. Reduction 
of the acid and the neutral silver reagents was observed on the surface of 
cystolith in Pellionia Daveauana in the dark as well as in the light. in 
accord with Molisch’s earlier findings (1918b) on the cystoliths of Ficus, 
Urtica and other plants. Though this reaction on cystolith might be 
governed by some other principles different from thai of the Molisch 
reaction, it was known that the internal and surface structures of chloro- 
plast and of cystolith had important bearing in the localized darkening 
of themselves. While the Molisch reaction turned negative in most of the 
cases hitherto examined when the cells were killed previously, it remained 
positive when a moss, Bryum capillare, was killed with 0.1 per cent pheny!- 
mercuric borate and was deprived of ascorbic acid by subsequent washing 
in water. The darkening of chloroplast in this case seemed to depend on 
the surface of the chloroplast rather than the presence of ascorbic acid. 


Hagéne (1945, 1947) and Hagéne and Goas (1946, 1949 a, b) studied 
fluorescence phenomena in relation to the physiological state of chloro- 
plast, in parallel with the reduction of silver nitrate. Fluorescence was 
found closely associated with the intactness of the chloroplast. It weakened 
greatly in the necrotic decay of chloroplast. whereby the Molisch 
reaction was also abolished. Though fluorescence and the Molisch reaction 
were retained in the cell of Elodea canadensis just killed with a half- 
saturated solution of thymol, both of them were lost after prolonged im- 
mersion (15 minutes) in the same solution. On the other hand, fluorescence 
was maintained in the chloroplast of the cells killed with liquid air whereas 
the Molisch reaction was entirely lost. Although either of the Molisch 
reaction and fluorescence was closely associated with the intactness of 
chloroplast, it has become implausible to consider that the two are con- 
nected directly. 


E., Relation of the Molisch reaction to the function of the chloroplast 


The Molisch reaction was also mentioned by several authors who con- 
sidered this reaction as one of the criteria for functional activities of the 
chloroplast. Guilliermond (1941) noticed the appearance of this 
reaction in the process of development and differentiation in plant cyto- 
plasm. Schopfer (1949) considered that the Molisch reaction might indi- 
cate an active biosynthesis of ascorbic acid in green leaves, and reviewed 
numerous works on this reaction. Tamiya (1943), supposing the Molisch 
reaction to be caused by ascorbic acid, assumed that ascorbic acid might 
play an essential role in the “dark fixation of carbon dioxide” in photo- 
synthesis. Although this assumption was abandoned in his later in- 
vestigations, the Molisch reaction in his view had a revived significance in 
photosynthetic processes. Rabinowitch (1945) also referred to the sup- 
posed role of ascorbic acid in photosynthesis. He then thought that pattern 
of the Molisch reaction was rather an indirect and incomplete representation 
of the grana-stroma structure of the chloroplast, for the reaction was only 
a postmortal phenomenon. Granick (1949), inclined to consider the Mo- 
lisch reaction as the indication of ascorbic acid, also left it open whether 
ascorbic acid was localized exclusively in the chloroplast. 
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F, Probable colloid chemical processes in reduction and precipitation 


As reviewed above, the experimental results and interpretations have 
often been contradictory to one another. though each of them may seem 
as a clue for further approach. Attention was first paid by Nagai (1950 b) 


Fig. 1. The leaf of Trifolium repens. Lower epidermis treated with acid reagent (A), 
and ammoniacal reagent (B). (After Nagai 1950)b.) 


on the patterns of reduction in plant cells and in newly devised models. 
The two patierns. the localized darkening of the chloroplast and the 


' Oe 


Fig. 2. Grains of aluminium 
hydroxide embedded in’ agar 
containing 50mg.% of ascorbic 
acid. ‘Treated with acid silver 
reagent. Note the localized 
darkening of the grains. (After 
Nagai 1950b.) 


diffuse flocculation of reduced silver in 
cytoplasm and vacuole, seemed to stand in 
close relation to each other. They appeared 
in reciprocal relation according to acidity 
and alkalinity of the silver reagent applied. 
In the extreme case (pH 9) the Molisch 
reaction was negative, dense diffuse floc- 
culation causing the over-all darkening of 
the cell (Fig. 1 B)?. The model experiments 
were carried out using fine grains (about 
40 « in diameter) of various adsorbents 
(aluminium hydroxide, tale, silica gel, 
kieselgur, acid clay) embedded in the 
matrix of agar which contained some sorts 
of reducing agents. Silver reagents (2 per 
cent) controlled at various pH values 
(2 to 9) were applied to thin slices of these 
agar models. When the agar containing 
30 to 100 mg.% of ascorbic acid and grains 
of aluminium hydroxide was treated with 
acid (pH 4 to 5) silver reagent. the strictly 
localized darkening of the grains occurred 


(Fig. 2). But with ammoniacal (pH 8 to 9) silver reagent, dense but diffuse 
flocculation occurred in the matrix, instead of the darkening of grains. 
In spite of the parallelism between the aluminium hydroxide model and 
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the living cell with respect to the dependence of the patiern of reaction 
to pH, the reaction in the model was independent of light. Hydroquinone. 
pyrocatechin and pyrogallol used in place of ascorbic acid also had just 
the similar effect, but only in much higher concentration ({ per cent). On 
the other hand. the patterns in plant cells C B A 
were reproducible only with aluminium 
hydroxide. and not with silica gel and other 

adsorbents, the clear-cut contrast between the 

cases of aluminium hydroxide and of silica 

gel suggests that the localized darkening due 

to reduced silver depends upon the surface 

property of adsorbent grain. The difference 

between the conditions of living chloroplast 

treated in the light and in the dark might 

possibly correspond to the difference between 

different kinds of adsorbent. The growth of 

submicroscopic particles of silver to visible 

precipitate must depend on some colloid 

chemical processes. And it might be a certain 

nature of the surface of chloroplast or ad- 

sorbent that controls such colloid chemical 

processes. 


G. Re-evaluated significance of ascorbic 
acid and chlorophyll 

In order to determine the reducing agent 
which actually contributes to the Molisch re- 
action in the plant cell. paper partition 
chromatography was employed by Nagai 
(1951). Among several constituents developed 
on the paper chromatogram of minute amounts 
of extracts from various plant materials. 
ascorbic acid reduced the silver reagent most 
vigorously. lavonoid compounds. tannins and 
reducing sugars. even though present. reduced 


Fig. 3. Paper chromatograms 
of the metaphosphoric acid 


the ammonicial silver reagent weakly, but 
could not reduce the acid one at all, while 
ascorbic acid reduced the latter, not to speak 
of the former. It was noticed that dioxy- 
phenylalanine (DOPA) contained in the 
leaves of Vicia faba and V. sativa was so 
strong in reducing capacity as to be com- 
parable to ascorbic acid (Fig. 3). Hence it 
was concluded that ascorbic acid was ex- 
clusively responsible for the reduction in most 
cases, DOPA also being effective in some 
particular cases. 


extract from Vicia faba (A). 
V. sativa (B) and Rumex 
acetosa (C), developed with 
butanol-acetic acid mixture. 
and sprayed with ammoniacal 
silver reagent. The spots 
represent ascorbic acid (a), 
DOPA (d) metaphos- 
phoric acid (m). respectively. 
(After Nagai 1951.) 


The spot-test with 2. 6-dichlorophenol-indophenol used 


by Weber (1939, 1949), proved to be also useful for the detection of 
ascorbic acid in a minute amount of the expressed sap but it is inferior to 


paperchromatography in specificity. 


While Arasaki (1948) attempted to apply the silver reagent for histo- 
chemical detection of ascorbic acid in marine algae which had been ignored 
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before, Nagai and Ogata (1952a) examined the Molisch reaction in 
various algae, especially marine, with reference to ascorbic acid. Among 
algae tested, red algae, Porphyra and Bangia showed the Molisch reaction 
most conspicuously. And the intensity of the reaction was in parallel 
with the ascorbic acid content, just as in the case of higher land plants. 
Ascorbic acid was the only constituent that could reduce silver reagent 
on the paper chromatogram of cell extracts, such constituents as tannins 
and flavonoids being quite absent in most algae. An unindentifiable tannin- 
like substance besides ascorbic acid, was detected on the chromatogram of 
the extract from Spirogyra, but this tannin-like spot reduced silver reagent 
much more weakly than the latter. It is of interest in this respect that 
Kwiatkowsky (1950) observed positive reaction in another conjugating 
alga, Mesogerron fluitans, in which tannin-like substance was almost absent. 
Nagai and Ogata also ascertained that oxalic acid abundantly contained 
in Rumex acetosa and Diospyros Kaki interfered with reduction by 
ascorbic acid, causing the failure of the Molisch reaction despite the high 
ascorbic acid content in these particular plants. The interference of 
oxalic acid was reproduced in the agar model containing ascorbic acid, 
aluminium hydroxide grains and oxalate. 


In regard to the relation between the occurrence of the Molisch reaction 
and chlorophyll formation, Nagai and Ogata (1952b) ascertained that 
the Molisch reaction altered positive in the etiolated seedlings of barley 
and sunflower. in which the reaction had been negative, in close relation 
to the chlorophyll formation, and independently of fluctuation in ascorbic 
acid content. Plasmolysis (cf. Fiirlinger 1938, loc. cit.),), anaerobiosis, 
and poisoning with cyanide or monoiodoacetate similarly retarded the 
light-induced alteration of the Molisch reaction in these etiolated seedlings 
by inhibiting the chlorophyll formation. Lack of the Molisch reaction in 
albino plants was observed by Reuter (1938) and Mairold and Weber 
(1949) in spite of fairly abundant ascorbic acid content in them. A chloro- 
phyll-poor parasite. Cuscuta, examined by Walzel (1952) also showed 
the Molisch reaction on application of Giroud’s reagent. But ascorbic 
acid content had no definite relation to the chlorophyll content when 
different portions of the plant and plants of different ages were compared 
to one another. It was noticed by Nagai (1950 a, 1953) that the presence 
and absence of starch grains in the chloroplast had no direct relation to 
the Molisch reaction. Hiraoka (1951) observed distinct reduction of 
silver reagent in pollen mother cells undergoing meiosis. 


Metzner (1952) compared various patterns of distribution of reduced 
silver particles in Agapanthus umbellatus and some other plants. The 
Molisch reaction in strict sense was observed at extremely low pH (3.0) of 
the reaction medium. In the intermediate pH range (up to 3.0) scattered 
precipitation of silver besides the darkening of chloroplast frequently 
occurred at chloroplast surface, grana, stroma, nucleus and sometimes 
even at the cell wall. And the over-all darkening of the whole cyto- 
plasm was frequent at higher pH (8.0). The occurrence of the Molisch 
reaction was also in close relation to the absorption ranges of chlorophyll 
when the reaction was examined by means of monochromatic light. ‘The 
results and interpretation of this German author on the influence of pH 
and the significance of chlorophyll and ascorbic acid agree fairly well 
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with those of the present reviewer. According to the reviewer's view, the 
reaction in Agapanthus seems to be one of the cases in which due to 
a high ascorbic acid content the reduction proceeds so vigorously that 
silver is precipitated diffusely independent of the chloroplast. 

It was often discussed whether ascorbic acid is localized or much con- 
centrated in the chloroplast (Cha yen 1953). In the case of the typical 
Molisch reaction, one might be impressed as if ascorbic acid was strictly 
localized in the chloroplast. But diffuse precipitate of reduced silver 
frequently appeared outside the chloroplast, namely, in vacuole and cyto- 
plasm, suggesting that ascorbic acid was also present thereabout rather 
evenly. In the case of model experiment by N a gai (1950 b, loc. cit.) using 
ascorbic acid, adsorbent grains and agar, the grains showed localized 
darkening notwithstanding that ascorbic acid was distributed entirely out- 
side the grains. Danielli (1953) also claimed that the site of silver 
deposition does not necessarily indicate the localization of the reducing 
reaction because of highly diffusible nature of both the silver reagent and 
ascorbic acid. Apart from these cytochemical findings, several biochemists 
conducted direct determination of ascorbic acid content in isolated chloro- 
plasts (Neish 1939; Fujimura ef al. 1951; Jones and Hamner 1953). In 
each case, the fraction embracing the chloroplasts (Weier and Stocking 
1952, found contamination by deformed nuclei) from homogenated leaves 
(cf. Weier 1953) had no more ascorbic acid content than other fractions. 
So it is mostly sure that ascorbic acid is distributed rather evenly in the 
whole cell. 

Although the reaction of ascorbic acid to silver reagent (even the acid 
reagent) is not strictly specific, the Molisch reaction can be considered to 


indicate the presence of ascorbic acid, provided that strongly reducing 
constituents are not present in the tested cell. But ascorbic acid is not 
necessarily located concentrated in chloroplasts. The localized darkening 
in the Molisch reaction may depend on some surface property of the 
chloroplast which, in turn, is effected through photosensitization by 
chlorophyll. 


H. Trends and prospects 


At the present phase of investigation further efforts should be directed 
towards elucidation of the chlorophyll-sensitized acceleration of the 
reduction as suggested by Rabinowitch (1952) and Mirimanoff 
(1953). It is yet uncertain whether the photosensitization conditioning 
the Molisch reaction is in direct relation to photosynthetic processes. The 
Molisch reaction of the normal green chloroplast is not inhibited by such 
agents as cyanide and phenylurethane, which inhibit photosynthesis 
(Gautheret 1934). Such intermediates of photosynthesis as detected 
by recent investigations using radioactive tracers (cf. Calvin et al. 
1951) do not seem to be reducing agents for themselves. But there can be 
a rise of reducing capacity in connexion with the course of hydrogen 
transfer in photosynthesis. This mechanism has been partly analysed in 
the Hill reaction of isolated chloroplasts. Macdowall (1952) and 
Gilmour et al. (1953) investigated the redox potential of isolated 
chloroplasts. Remarkable alteration, i. e. descending of the potential, 
was observed on illumination of the chloroplast preparation, indicating 
a rise in reducing power. And the potential previously lowered by 
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illumination showed a transient ascent on addition of adequate oxidizing 
agent. It is also suggestive that Keller (1925) formerly assumed the 
reduction in the Molisch reaction to be due to a cathodic polarization of 
the chloroplast during photosynthesis. 

Recently Dy ar (1953) observed interesting facts on the reduction of 
a tetrazolium salt to formazan (cf. Smith 1951, for preparation and 
application of this reagent) in green plant tissues (Elodea, spinach, and 
various algae). This American author applied blue tetrazolium (ditetra- 
zolium chloride) in the light. the reduction of this reagent was remarkably 
localized on the surface of the chloroplast (Fig. 4.4). The appearance 
was quite similar to the Molisch reaction. the blue precipitate of formazan 
formed by reduction frequently showing a grana-like fine structure. 


Fig. 4. Reduction of the blue tetrazolium by chloroplasts of Elodea in the light (A), 
and in the dark (B). Darkening is due to blue precipitate of formazan. (Re- 
produced from Dvar 1953.) By courtesy American Journal of Botany. 


When the reagent was applied in the dark. the reduction occurred much 
less intensively, only a few tiny granules of precipitate appearing on the 
chloroplast (Fig. 4B). Tiny granules also appeared on mitochondria and 
leucoplasis of pea root tip. The reduction of blue tetrazolium intensified 
at the chloroplast. in the case of treatment in the light. was considered as 
a photosensitized process which might be in intimate relation to the 
mechanism of the Hill reaction. As blue tetrazolium can be reduced by 
the action of enzymes of the cyclophorase system, and can not be reduced 
by ascorbic acid in the medium below pH 9, it is a future problem whether 
there is a common mechanism in the photosensitized reductions of blue 
tetrazolium and of the silver reagent for the Molisch reaction. 

In this connexion Ogata and Nagai (unpublished) examined the 
Molisch reaction in a marine red alga, Porphyra tenera, to utilize this 
reaction for discriminating intact, injured and dead states of the cell, 
collateral test being made using a tetrazolium salt (2, 3, 5-triphenyltetra- 
zolium chloride). The Molisch reaction, together with the reduction of 
tetrazolium. was remarkably weak in injured cells, and was entirely lost 
in dead ones. So it was made sure that the Molisch reaction was closely 
associated with the intact state of the protoplast. on which the enzyme 
activity reducing the tetrazolium salt depends. 
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In order to see significance of surface, Nagai (unpublished) studied 
with the leaf of Ficus elastica the case of silver reduction by cystolith 
(cf. Molisch 1918b and Mirimanoff 1940), which is chiefly composed 
of calcium carbonate. The cystolith did not seem to contain abundant, if 
any, ascorbic acid in itself. But its surface became conspicuously darken- 
ed by the treatment with silver reagent. The reaction of cystolith was not 
lost so rapidly as the Molisch reaction of chloroplasts in one and the same 
leaf section. The darkening was observed for a while even after the cell 
was killed. The reaction, however, was entirely lost when reduced ascorbic 
acid in the leaf was lost by oxidative effect of cupric ion. And the cysto- 
lith. in turn, restored its ability of darkening when the copper-treated 
leaf section was infiltrated with a solution of ascorbic acid prepared to 
approximaie the concentration in the fresh leaf (40mg.%). Grains of 
calcium carbonate reacted in the same way as the grains of aluminium 
hydroxide in the model experiment by Nagai (1950b), which is described 
in foregoing section. It is, therefore, most probable that the intact chloro- 
plast in photosensitized state behaves itself in a way which is essentially 
the same as that of cystolith surface in causing localized darkening by 
metallic silver produced through the reduction by ascorbic acid. 


Ill. Reference to the reaction in animal cells and tissues 


Reduction of silver nitrate has often been observed in animal cells as 
well. The pattern of silver precipitation is often closely associated with 
such structural elements of the cell as mitochondria and the Golgi appara- 
tus. Although the mechanism of reduction the precipitation of silver 
might be. at least partly, common to animal and plant cells, reactions in 
animal and in plant cells have sometimes been considered with much 
confusion. Hagéne (1951) and Nagai (1952) compared the reaction in 
plant and animal cells, but they did not discuss on the difference in 
mechanisms involved in the two cases. 

On various animal materials the silver reagent with improved proce- 
dures to localize and intensify the reduction has been employed for 
detecting substances as ascorbic acid, glutathione, and also adrenaline in 
particular case. Although these histo- and cytochemical methods are not 
yet entirely free from a certain pitfall of misleading as recently pointed 
out by Danielli (1953), the use of silver reagent has been advanced by 
Giroud and his school (loc. cit.). Bourne (1936), Tonutti (1938), Ries 
(1938) and Glick (1949). 

When, on the other hand, definite reducing substances are not contained 
in the material, the silver deposition is made possible by artificially adding 
a suitable reducing agent as the “developer.” The reduced silver distri- 
butes in close association with the structure of cell and tissue also in these 
cases, making the detailed structures (e.g. melanophores, nerve fibres, 
reticuloendothelial cells) accessible. The silver impregnation method has 
been extensively employed in histological investigations, various modifi- 
cations in the procedure being devised. Historically, the impregnation 
method in animal tissue began in early 19th century. A little later 
Loew and Bokorny (1887) attempted to apply the silver reagent in plant 
cell (cf. Weber 1937 b, and Weier, 1938 for further literature), though 
not so fruitful as severely criticized by P f e f f e r (1889). Histochemical use 
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of the silver reagents in animal cell developed from the impregnation 
methods. Kon and his school (1933, 1938) made extensive studies in the 
intermediate ranges between the two, successful cases being found in 
various endocrine glands. The strongly alkaline (pH 9 and 12) silver 
reagents used by these Japanese authors were easily reduced even by 
cells of weak reducing capacity without addition of developer. And the 
pattern seemed to reflect some physiological and pathological conditions 
of animals and organs from which tissue preparation was sampled, e. g. 
adrenal gland in scurvy and thyroidectomy, liver in tumour, and so forth. 
However, cytochemical specificity of the reducing constituents was some- 
what uncertain in these cases. 

To say generally about the silver impregnation method, ammoniacal 
silver reagent, applied to the previously fixed material in the dark for 
mosi cases, yields visible precipitate of silver reduced by such agents as 
formalin, pyrogallol, pyrocatechin, and so forth which are used in the 
pre- or aftertreatment. Recent studies by Lip p (1951) on the mechanism 
of silver impregnation of animal tissues after the Bielschowsky-Gros method 
suggest that the mechanism is partly common to, and partly different 
from cases of plant cells, particularly the case of the Molisch reaction. 
According to this Austrian author, reduction of the silver reagent is 
initiated by the formation of submicroscopic germs (Keimbildung) of silver 
in the tissue section. The silver germs may be formed either by the photo- 
chemical action on the ammoniacal silver reagent even before use, or by 
the degradation of labile complex once formed in the combination of 
silver ions with proteins or lipoids of the preparation. By the after- 
treatment with formalin, the silver reduction proceeds to make the germs 
develop at various specific sites in cells and tissues according to differential 
penetration, adsorption and retention of .he silver reagent during the 
treatment and successive washing. The colour tone of the impregnated 
preparations from light brown to black depends upon the dimension (dis- 
persity) of silver particles which grow being influenced by the above- 
mentioned and other factors. 

In the case of the Molisch reaction caused by the acid silver reagent. 
the formation of silver germs and their growth to visible particles may 
take place in a way somewhai different from the above case where the 
alkaline reagent is used. Reduction in the former case is caused endo- 
genously by ascorbic acid. The silver deposition is localized at the chloro- 
plast, depending on the action of light. And the whole reaction is much 
more rapid and energetic as compared with the case of impregnation 
method. Although some common process might be involved in the re- 
duction and precipitation of silver in the Molisch reaction and in the 
silver impregnation, the mechanism in the former is connected with photo- 
sensitization by chloroplast and reduction chiefly depends on a specific 
reducing agent ascorbic acid while the reduction in the latter is caused 
by non-specific reducing agents which are often given by additional treat- 
ment, light playing no particular role. 


IV. Concluding remarks 


Reduction of silver nitrate in various cells and tissues of plant and 
animal has been employed as a useful method in morphological and 
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physiological investigations. In plant cells a characteristic pattern of 
darkening due to reduced silver appears as a result of dynamic processes 
effected by ascorbic acid, light, chlorophyll, and above all, the intactness 
of the cell, including the chloroplast. This specific darkening of chloro- 
plast is named “the Molisch reaction” for the sake of the eminent Austrian 
scholar who first noticed this reaction from the view point of cellular 
physiology. 

Once any one of the above-named factors has been lost, soon the Mo- 
lisch reaction goes in failure and becomes negative. The main feature 
of the Molisch reaction lies in the fact that its occurrence depends essen- 
tially upon the photosensitization mediated by chlorophyll. 

The silver reagent is also reduced by such reducing substances as 
ascorbic acid, glutathione and adrenaline. And it is employed mainly in 
animal cells, for histochemical detection of these substances, without the 
photosensitized processes. In the histological method called “silver im- 
pregnation,” the differentiated localization of reduced silver is utilized for 
discerning detailed structures which are otherwise unrecognizable in the 
cell and tissue. The reduction in this case is achieved only by an additio- 
nal treatment with non-specific reducing agents. 

The Molisch reaction and the “silver impregnation” may involve in 
common certain processes through which the reduction of silver nitrate 
leads to the precipitation of silver in close association with special cellu- 
lar structures. For the Molisch reaction, however, some processes under- 
lying it are possible only under a condition which is usually associated 
with the living state of cell. 
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Kurze Mitteilungen 


»Elaioplasten“ fehlen den SchlieSzellen von 
Hosta plantaginea 


Von 
Friedl Weber 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 15. September 1954) 


Wakker (1888) hat in den Epidermiszellen des Laubblattes von Va- 
nilla planifolia bis dahin nicht bekannte Inhaltskérper gefunden, die Ol 
in einem eiweifreichen Stroma“ enthalten; er bezeichnete sie als Elaio- 
plasten. Sie sind nur in jungen Blattern vorhanden, erreichen dort die un- 
gefahre GréRe des Zellkerns, nehmen mit dem Alterwerden der Blatter 
an Volumen ab und verschwinden schlieBlich ganz. Mit diesen Kérpern 
identische Gebilde fand dann Zimmermann (1893) in der Korollen-Epi- 
dermis von Funkia lancifolia, F. coerulea und F. Sieboldiana. Spiter 
wurden solche Elaioplasten auch noch in anderen Pflanzen gefunden (Lit. 
bei Meyer, 1920, Molisch, 1923, Linsbauer, 1930). Ihre Verbreitung 
erscheint aber — wie Molisch sagt — immerhin beschrankt. 

Bei Untersuchung der Korollen-Epidermis von Hosta plantaginea (aus 
dem Botanischen Garten der Universitat Graz) fiel in jeder Zelle ein an- 
sehnlicher, granulirer Inhaltskérper auf, der sich in seinen Reaktionen 
durchaus so verhielt wie die Elaioplasten von Wakker. Es ist mir aus 
der Literatur nicht bekannt, ob auch fiir diese Hosta- (Funkia-) Spezies 
Elaioplasten schon beschrieben worden sind. Was in dieser kurzen Mit- 
teilung hervorgehoben werden soll, ist lediglich die Beobachtung, daf im 
Gegensatz zu den iibrigen Epidermiszellen in den SchlieRzellen der Stomata 
die Elaioplasten fehlen. Die SchlieRzellen enthalten zahlreiche, mit 
Starkekérnchen erfiillte, anscheinend farblose Plastiden, von Elaioplasten 
ist in ihnen nichts zu sehen, weder in der lebenden Stomazelle noch nach 
Farbung mit Sudanglycerin, wobei in den gewoéhnlichen Epidermiszellen 
die Elaioplasten bzw. die aus ihnen austretenden Oltropfen stark orange- 
rot gefarbt hervortreten. Zimmermann empfiehlt zur deutlichen Sicht- 
barmachung auch kleiner Olkérper die Behandlung mit Osmiumsaure. Die 
Elaioplasten nehmen dabei ,,fast momentan eine intensive Braunfarbung 
an. Es war so ein Ubersehen der Elaioplasten ausgeschlossen“. Auch bei 
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Einwirkung von Osmiumsiure waren jedoch in den Schliefzellen von 
Hosta plantaginea Elaioplasten nicht nachzuweisen. 

Die Stematazellen, die sich durch eine Reihe positiver Eigenschaften von 
den iibrigen Epidermiszellen unterscheiden, weisen interessanterweise die- 
sen gegeniiber auch negative Eigenschaften auf, das heift, es fehlen ihnen 
vielfach Inhaltskérper, die in den gewéhnlichen Oberhautzellen vorkom- 
men. So fehlen den Schliefizellen Proteinoplasten (Thaler 1953) sowie 
Chromoplasten (Schittengruber 1953). 


Mit der hier festgestellten Tatsache, da den SchlieRzellen — wenig- 
stens denen von Hosta plantaginea — auch die Elaioplasten fehlen, sollen 


Abb. 1. Epidermis der Korolle von Hosta plantaginea. Elaioplasten punktiert. Zell- 
kerne mit Nucleolus. 


im iibrigen diese Gebilde keineswegs auf die gleiche Stufe wie Plastiden 
gestellt werden, ihre Plastiden-Natur wird ja jetzt vielfach angezweifelt. 
Die Untersuchung dieser Elaioplasten, von den neuen Gesichtspunkten der 
Plastidenforschung aus, ware sehr erwiinscht, ebenso ein Vergleich mit 
den Plastiden von Orchideen, die nach Germ (1954) beim Zerfall élreiche 
Koérper entstehen lassen. 

Da Elaioplasten schon von vielen Monokotylen bekannt sind, wiire es 
wissenswert, ob bei allen diesen Pflanzen die SchlieRzellen frei von diesen 
Gebilden sind. Es scheint dies nicht der Fall zu sein. Wakker (1888: 480) 
gibt fiir Vanilla planifolia an: In den SchlieRzellen der Spaltéffnungen 
finden sich mehrere, aber viel kleinere Elaioplasten als in den iibrigen 
Epidermiszellen. Diese Angabe konnte bestatigt werden. Von Vanilla plani- 
folia ist es bekannt, daf in erwachsenen Blattern die Elaioplasten ver- 
schwinden und daf dann in jeder Epidermiszelle je einer der bekannten 
Calciumoxalatkristalle auftritt, der zur Zeit der Elaioplasten noch nicht 
vorhanden war. Natiirlich besteht. wie schon Wakker ausdriicklich her- 
vorhebt, keine direkte Beziehung zwischen dem Verschwinden der Olkérper 
Protoplasma, Bd. XLIV/4. 36 
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und dem Erscheinen der Caoxalatkristalle. Andererseits ist aber immer- 
hin eine Tatsache bemerkenswert, die bisher anscheinend iibersehen worden 
ist: Die SchlieRzellen und haufig auch alle oder einige Nebenzellen von 
Vanilla planifolia besitzen héchstens unscheinbare Elaioplasten und nie- 
mals (auch nicht in voll erwachsenen Blattern) Kalziumoxalatkristalle. 


Zusammenfassung 


Die Korollen-Epidermis von Hosta plantaginea besitzt in jungen Bliiten 
in jeder Zelle je einen wohlentwickelien Elaioplasten, den Stomata-SchlieR- 
zellen fehlen diese Inhaltskérper. 
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Fried! Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 18. September 1954) 


Mirande (1923/24) fand in den Epidermiszellen der Zwiebelschuppen 
von Lilium candidum kugelige Gebilde, die er als ,,Sterinoplasten“ bezeich- 
nete. Nach Reilhes (1933/34) handelt es sich bei ihnen um tropfige Aus- 
scheidungen, die sich im Zellsaft befinden und daher die Bezeichnung 
»Plasten“ nicht verdienen. Diese Gebilde sollen aus Phospholipoiden 
(Phytosterinen) bestehen, die von einer Eiweifhiille umgeben sind (Lit. 
bei Dangeard 1947, Kiister 1950). Da diese eigenartigen Inhalts- 
kérper in anderen Geweben der Zwiebelschuppen nicht vorkommen, ist 
ihre Bildung offenbar das Ergebnis eines spezifischen Stoffwechesels der 
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Oberhautzellen. Die Stoma-SchlieRzellen, die entwicklungsgeschichtlich 
der Oberhaut angehéren, haben vielfach einen anderen Stoffwechsel als 
die iibrigen Epidermiszellen. Es fehlen den Schliefizellen daher auch 
manche geliéste und feste Inhaltskérper, die in den anderen Oberhautzellen 
vorkommen. So sind u. a. die 

SchlieRzellen meist anthozyanfrei, 

sie enthalten kein Anthoorphnin 

(Schittengruber 1953), keine 

Caoxalatkristalle, meist keine Ei- 

weifkristalle (Eiweiffspindeln) 

(Brat, Kenda, Weber 1951), 

keine Proteinoplasten (Thaler 

1952), Chromoplasten (Schit- 

tengruber 1953), Elaioplasten 

(Weber 1954), 


Es wurde untersucht, ob die 
SchlieBzellen der Zwiebelschup- 
pen von Lilium candidum die fiir 
die anderen Epidemiszellen so 
charakteristischen __.,Sterinopla- 
sten“* besitzen oder nicht. Die 
Lilium - Zwiebelschuppen-Epider- 
mis enthalt zwar grofe, gut aus- 
gebildete, aber nur sehr wenig 
Stomata. Die SchlieBzellen sind 
von Plastiden erfiillt, die reich- 
lich Starke enthalten. Sterino- Abb. 1. Lilium candidum. Epidermis der 
plasten sind in den Schlie&zellen Zwiebelschuppe. 
nicht zu sehen. 

Es liegt hier ein weiteres Beispiel dafiir vor, da die SchlieBzellen sich in 
ihrem Stoffwechsel und in ihren Inhaltskérpern (Salze, Glykoside, Lipo- 
chrome, Sterine, Proteine) ganz wesentlich von den anderen Epidermiszellen 
unterscheiden. 
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Kalziumoxalatkristalle fehlen den SchlieSzellen 


Von 
Friedl Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 26. November 1954) 


W eiB (1884) diirfte einer der ersten, wenn nicht der erste, gewesen 
sein, dem es auffiel, da® Kalziumoxalatkristalle in den SchlieRzellen des 
Spaltéffnungsapparates auch dann fehlen. wenn die iibrigen Epidermis- 
zellen solche Kristalle 
regelmaRig und reich- 
lich besitzen. Als ein 
besonders frappantes 
Beispiel fiir diese Re- 
gel mag die Epidermis 
der Blattunterseite von 

Cheilopsis montana 
gelten, deren Abbil- 
dung nach W eif® hier 

iibernommen wird 

(Abb. 1). Koh] (1889, 
36) hat in seinem 
Buche iiber .,.Kalksalze 
und Kieselsaure in der 
Pflanze“ darauf hinge- 
wiesen, hinsicht- 
lich des Vorkommens von Caoxalatkristallen die Oberhaut der Pflan- 
zen auberordentliche Verschiedenheiten aufweist: Wahrend im allgemeinen 
die Epidermis frei von Kristallen ist. auch wenn die iibrigen Gewebe 
massenhafi enthalten, so sind doch die Epidermen mancher Pflanzen 
geradezu angefiillt mit solchen Kristallen. Als Beispiel fiihrt Koh] die 
Oberhaut vieler Acanthaceen an, worauf — wie erwaihni — schon W eif 
aufmerksam gemacht hat. Koh! fiigt verallgemeinernd die Bemerkung 
hinzu: .,Die SchlieBzellen der Spaltéffnungen sind immer frei von 
Kristallen.“ 

Es ist tiberraschend, da das Fehlen der so auffallenden Kristalle von 
Caoxalat in den Stomazellen spiterhin offenbar kaum Beachtung gefunden 
hat. Es miifte allerdings erst durch umfangreiche Untersuchungen ermittelt 
werden, ob es sich dabei um eine Regel mit oder ohne Ausnahmen handelt. 
Jedenfalls ist der Mangel an Caoxalatkristallen in den SchlieBzellen nicht 
etwa auf die Acanthaceen beschrankt. Ein sehr markantes Beispiel dafiir 
stellt die unterseitige Oberhaut des Laubblattes von Vanilla planifolia 
dar. Bei diesem Blatte .liegt in jeder Epidermiszelle ein schén geformter 
tetragonaler Kristall“. Kohl hat in Fig. 37 der Tafel III seines Buches 
eine gute Abbildung davon gebracht, stellt aber nur gewohnliche Epidermis- 


Abb. 1. Cheilopsis montana. Epidermis der Blattunter- 
seite. Nach Weiss. 
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zellen dar und erwahnt auch nichts davon, dali in den SchlieBzellen und 
gewohnlich auch in den Nebenzellen Kalkoxalatkristalle fehlen, wie dies 
die Abb. 2 und 3 zeigen. 


Den Physiologen interessiert die Frage, warum in den Zellen des 
Spaltéffnungsapparates die Caoxalatkristalle fehlen, wahrend sie in den 
Zellen der Umgebung regelmaéfig vorkommen. Zur Bildung dieser Kri- 
stalle miissen Kalzium und Oxalsiure zusammentreffen. Es ware méglich, 
da die Schliefizellen fiir Kalzium impermeabel sind, dieses also nicht 
eindringen kann. Es liegen fiir manche Pflanzen Angaben dariiber 
vor, die SchlieRzellen 
infolge Fehlens von Plasmo- 
desmen von den_ iibrigen 
Epidermiszellen stoffwech- 
selphysiologisch weitgehend 
isoliert sind. Es miifte un- 
tersucht werden, ob dies 
bei den Acanthaceen, bei 
Vanilla und anderen Pflan- 
zen mit kristalfreien 
SchlieRzellen der Fall ist; 
mit der verbesserten Me- . 
thode des Plasmodesmen- 

Nachweises nach Lam- 
bertz (1945) diirfte dies 
nicht schwer sein. 


‘Es ware auch mdglich, 
in den S¢chliefzellen 
keine Oxalsaéure  gebildet 
wird. Oxalséure kann bei 
EiweiRabbau entstehen. 
Nach Wakker (1888) ent- 
halten die Epidermiszellen 
des jungen Blattes von 
Vanilla planifolia Elaiopla- 
sten und keine Caoxalat- Abb. 2. Vanilla planifolia. Epidermis der Blatt- 
kristalle. Beim Heranwach- unterseite. 
sen der’ Blatter  ver- 
schwinden die Elaioplasten und in dem_ gleichen Entwicklungs- 
stadium treten die Caoxalatkristalle auf. Nach Warlich (1892) findet 
man in einem bestimmten Alter der Blatter, daf der Kristall stets in den 
Elaioplasten steckt, in noch ilteren Blattern liegen beide meist dicht 
nebeneinander, bis schlieflich der Elaioplast verschwindet“. Die Elaio- 
plasten bestehen aus einem eiweifartigen Stroma, das mit Ol durchtrinkt 
ist, es mu also bei dem Verschwinden des Stromas Eiweif abgebaut wer- 
den, wobei Oxalsiure entstehen kénnte. In den Schliefzellen und meist 
auch in den Nebenzellen fehlen haufig die Elaioplasien (Weber 1954) 
und, wie hier dargelegt wurde, auch die Caoxalatkristalle. Es muf aber 
erwahnt werden, daff bei anderen Vanilla-Arten im Jugendstadium der 
Blatter in den Epidermiszellen zwar Elaioplasten vorhanden sind, bei 
ihrem Verschwinden aber keine Caoxalatkristalle auftreten, 
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Koh! (1889) hat die Ansicht vertreten, da in Zellen, deren Mem- 
branen verdickt werden, Caoxalatkristalle auftreten. Es wiirde also zwi- 
schen Cellulosebildung und Kristallausscheidung ein Zusammenhang be- 
stehen. Es ist auffallend, daf in erwachsenen Blattern von Vanilla plani- 
folia zwar die ge- 
wohnlichen Membra- 
nen Verdickungen auf- 
weisen, nicht aber die 
SchlieB- und Neben- 
zellen, und daft bei den 
Blattern von Vanilla 
Pompona alle Ober- 

hautzellen relativ 
diinnwandig _ bleiben. 
Bei Vanilla Pompona 
bleiben alle Ober- 
hautzellen frei von 
Kalziumoxalat. bei 
Vanilla planifolia nur 
die Zellen des Spalt- 
offnungsapparates. 

Begreiflicherweise 
hat man sich zuerst 
fiir das Problem der Kristall-Idioblasten interessiert, das hei®t fiir die 


Frage, warum in einem im iibrigen caoxalatfreien Gewebe einzelne Zellen 
durch den Besitz von gro- 

Ren Kristallen oder Kri- 

stallaggregaten gekenn- 

zeichnet sind (Lit. bei 

Frey 1929, Neto- 

litzky 1929). Das ge- 

wissermafen umgekehrte 

Problem. das ist die 

Frage, warum in einem 

mit Kristallen gerade- 

zu iiberschhwemmten Ge- 

webe einzelne Zellen frei 

von Kristallen bleiben, 

wie eben die SchlieRzel- 

len, hat dagegen — wie 

bereits gesagt — kaum 

Beachtung gefunden. Das 

letztere Problem hat wohl 

Beziehung zu einem an-_ Gipskristalle in den gewoéhnlichen Epidermiszellen 
deren,  wieso nach Behandlung mit Schwefelsaure. 

es iiberhaupt ,,Pflan- 

zen ohne Kalkoxalat“ gibt. Schimper (1890) hat hiezu Stellung 
genommen und glaubt, daf an Stelle des unléslichen, in Kristallen 
ausfallenden Oxalates im Zusammenhang mit den gleichen Prozessen 
andere, aber lésliche Kalkverbindungen mit Wein- und Apfelsadure 
gebildet werden. Man kénnte vermuten, da® das Fehlen von Kalkoxalat- 


Abb. 3. Vanilla planifolia. Epidermis des Stengels. 
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kristallen auch in den Stomazellen auf diese Weise bedingt ist. Es scheint 
dies aber nicht der Fall zu sein. Werden Epidermis-Flaichenschnitte des 
Blaties oder Stengels von Vanilla planifolia in Schwefelsiure gelegt, so 
schieRen in jeder Oberhautzelle aus dem verschwindenden Kalziumoxalat- 
kristall Biischel von Gipskristallen hervor, in den Schlie8- und Nebenzellen, 
in denen keine Caoxalatkristalle vorianden sind, bilden sich keine 
Gipskristalle; solche miiften aber wohl auch in diesen Zellen entstehen, 
wenn sie Kalziummalat oder andere Kalksalze enthielten (Abb. 4). 
Molisch (1918) hat einen mikrochemischen Nachweis geléster Oxalate 
im Pflanzenreiche ausgearbeitet: Freie Oxalsiaure sowie leicht lésliche Oxa- 
late geben auf Zusatz von gesattigter alkoholischer Natronlauge einen 
kristallinischen Niederschlag, der ,aus Nadelchen, Doppelpinseln, Sternen 
und Dendriten™ besteht. Wird z. B. ein Querschnitt durch den Blatistiel 
von Begonia mit der alkoholischen Natronlauge behandelt, so tritt sofort 
der Niederschlag in den Zellen auf. Das Gewebe erscheint damit wie besiat. 
Behandelt man nun Flachenschnitte des Blattes oder Stengels von Vanilla 
planifolia mit diese.o Reagens, so bildet sich keine Spur eines Nieder- 
schlages, weder in den gewohnlichen Epidermiszellen noch in den Zellen 
des Spaltéffnungsapparates. Es sind also auch in diesen Zellen freie Oxal- 
siure oder geléste Oxalate nicht vorhanden. 


GewifB wire es verfriiht, auf Grund so geringen Tatsachenmaterials 
verallgemeinernd sich eine Vorstellung dariiber bilden zu wollen, warum 
sich in den Schliefzellen keine Kalziumoxalatkristalle bilden. Das Problem, 
das hiemit zur Diskussion gestellt wird, ist aber sicherlich der Beachtung 
wert. 


Zusammenfassung 


Die SchlieRzellen der Stomata enthalten auch dann keine Kalzium- 
oxalatkristalle, wenn die iibrigen Epidermiszellen solche Kristalle regel- 
maBig aufweisen. Als Beispiel fiir diese Regel wird die Oberhaut von Blatt 
und Stengel von Vanilla planifolia angefiihrt. Es wird erértert, wodurch 
das Fehlen der Kalziumoxalatkristalle in den SchlieRzellen bedingt sein 
kénnte. 
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Uber die Struktur der Chloroplasten von Oedogonium 
Von 
M. de Rezende-Pinto und A. de Lemos Pereira 
Botanisches Institut der Universitat von Porto, Portugal 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 7. Oktober 1954) 


Die Chloroplasten von Oedogonium, deren jede Zelle einen besitzt, 
haben das Aussehen geéffneter Ringe, umgeben von einer Menge mehr oder 
weniger unregelmafiger Poren, die ihnen das Aussehen einer Spitze oder 
eines Filigrans geben (Abb. 1), mit den Pyrenoiden, die sich in den Knoten- 
regionen befinden. 


Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 1. Herauspriparierter intakter Chloroplast. 


Abb. 2. Schema der Struktur eines Chloroplasten von Oedogonium sp. Der weil 
dargestellte Teil zeigt die chloroplastonematische Struktur; schraubenférmiges 
Einrollen der Chloroplastonemata. 


Abb. 3. Herausprapariertes Chloroplastfragment, leicht gequetscht, um das _ heli- 
koidale Einrollen (Pfeil) der Chloroplastonemata zu zeigen. 
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Innerhalb desselben Individuums wechselt ihr Aussehen auferordent- 
lich von Zelle zu Zelle und hangt aufer von anderen Faktoren von der 
Menge der Assimilationsprodukte ab. Wenn diese in grofen Mengen vor- 
kommen, verhindern sie véllig die Beobachtungen iiber die Struktur, was 
iibrigens auch bei beliebigen anderen Pflanzen der Fall ist. Daher ist es 
ratsam, etiolierte Pflanzen zu beniitzen, d. h. hungernde Pflanzen. 

In diesem Stadium wird nicht nur die Beobachtung des Chloroplasten 
»in situ” leichter, sondern auch das Herausziehen desselben aus der Zelle. 
ohne sein wirkliches Aussehen augenscheinlich zu verindern (Abb. 1). 

Auf Grund der Beobachtung des freigelegten Chloroplasten konnten wir 
so genau wie mdglich seine komplizierte Struktur beobachten, diese ent- 
fernt sich nicht von dem von uns entworfenen Schema (Abb. 2). 

So schien es uns, daft jeder Chloroplast von einem oder mehreren mehr. 
oder wenig fadenférmigen Bandern zusammengesetzt sei, zylindrisch, um 
sich selbst gerollt oder die einen auf den anderen, wie es Abb. 2 zeigt. 
Je nachdem diese Einrollung mehr oder weniger schlaff ist, sind auch die 
Poren gréRer oder kleiner. 

Jeder dieser Faden ist dem fadenartigen Chloroplasten mancher Algen 
homolog, z. B. dem von Spirogyra, Mougeotia usw., und ist ebenso aus 
einem farblosen Stiitzpfeiler (=Stroma) aufgebaut, um welchen sich 
schraubenférmig eingerollt die Chloroplastonemata befinden (vgl. de 
Rezende-Pinto 1948, 1949, 1952a, b,c; Lemos Pereira 1953), wie 
es aus der Mikrophotographie (Abb. 3) und aus dem Schema der Abb. 2 
hervorgeht. 
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Referate 


Bartels, P.: Quantitative mikrospektroskopische Untersuchung der Spei- 
cherungs- und Permeabilitaétsverhiltnisse akridinorangegefarbter 
Zellen. Planta 44 (1954), S. 341—369. 


Eine im experimentellen Teil sehr prazis durchgefiihrte Arbeit. In einer 
erstaunlichen Arbeitsleistung hat der Autor erstmalig wirklich exakte Werte 
fiir die Konzentration von Akridinorange im Zellsaft der Innenepidermen 
von Allium cepa in Abhangigkeit von pH, Aufenkonzentration und Zeit 
ermittelt. Er findet, da die Speicherung des Farbstoffes in der Vakuole bei 
pH 6,5 einsetzt (was bereits durch die Untersuchungen von Strugger 
und Héfler bekannt war) und dann rasch ihrem Maximum zustrebt, das 
bei pH 8 erreicht wird. Neu und interessant ist der Befund, da die Innen- 
konzentration, unter sonst gleichen Bedingungen, linear mit der Aufen- 
konzentration ansteigt, da also das Vernaltnis Innen- zu Aufenkonzen- 
tration im Gleichgewicht (Speicherungsfaktor o nach Bartels) mit er- 
staunlicher Genauigkeit konstant bleibt. Fiir den zeitlichen Verlauf des 
Speicherungsvorganges findet Bartels zuniachst einen linearen Anstieg 
der Innenkonzentration, der spater wmbiegt und sich asymptotisch der 
ee nahert, die nach etwa 15 Minuten erreicht 
wird. 


Die Auswertung der Versuchsergebnisse geschieht leider von einseitigen 
Gesichtspunkten aus. Die umfangreichen Arbeiten von Drawert iiber 
die pH-Abhangigkeit der Farbstoffaufnahme wurden ignoriert. Fiir B a r- 
tels ist die Vakuole ein mit einer kolloiden Lésung gefiillter Raum, der 
durch eine ionenpermeable und nur fiir Kolloide impermeable Membran 
von der Aufenlésung getrennt ist. (Fiir die lonenpermeabilitét des Plasmas 
beruft sich der Autor auf Strugger, wobei leider Permeabilitat und 
Intrabilitat verwechselt wird.) In diesem System soll nun ein Ionenaus- 
tausch stattfinden, indem H-lIonen aus dem Zellsaft gegen Farbionen aus 
der Aufenlésung ausgetauscht werden, die dann zum Teil an die Vakuolen- 
kolloide adsorbiert werden. Nun wire an einem solcherart konstruierten 
System tatsiachlich ein Speicherungsgradient mit steigendem pH-Wert zu 
erwarten. Eine Fiille von anderen, aus der Literatur der letzten Jahre be- 
kannten Versuchen (vor allem von Drawert, Strugger und aus der 
H6flerschen Schule) zeigen jedoch eindeutig, da das System, das Ba r- 
tels vorschwebt, nicht dem entspricht, das in einer lebenden Zelle tatsich- 
lich vorliegt, da& vielmehr ein basischer Farbstoff nur in demjenigen pH- 
Bereich permeieren kann, in dem er zu einem nennenswerten Anteil als 
undissoziierte Base vorliegt, die auf Grund ihrer leichten Lipoidléslichkeit 
auf dem Lipoidweg durch das Plasma gelangt. Auf Grund dieser Befunde 
hat Héfler seine lonenfallenvorstellung aufgestellt. Die Behauptung von 
Bartels, daf sich die beobachtete Abhangigkeit der Gesamtinnenkonzen- 
tration von der Aufenkonzentration nicht ohne Zwang mit der Ionenfallen- 
funktion in Einklang bringen laft, ist nicht richtig. Der Ref. hat in einer 
kiirzlich erschienenen Arbeit (Protoplasma 44, 52) die Speicherungsgleich- 
gewichte berechnet, die auf Grund der Ionenfallenwirkung zu erwarten 
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wiren. Die dort vorgelegte Theorie fordert nicht nur ebenfalls eine Kon- 
stanz des Speicherungsgrades (entspricht dem Bar te] schen Speicherungs- 
faktor), sondern ist auch in anderen Punkten mit den Beobachtungen von 
Bartels in guter Ubereinstimmung. Die Kurve der pH-Abhangigkeit der 
Vakuolenspeicherung verlauft nach Bartels etwas steiler, als nach der 
Ionenfallentheorie zu erwarten ware. Das mag darauf zuriickzufiihren sein, 
daB die Ionenfallenwirkung sekundar von einem Adsorptionsgleichgewicht 
an Vakuolenkolloide iiberlagert wird. Schwer verstandlich ist lediglich der 
Abfall der Speicherung oberhalb von pH 8, der mit einer gréReren Zahl 
von experimentellen Erfahrungen nicht im Einklang ist. 

Bemerkenswert ist Bartels’ Ansatz zur Berechnung der Permeations- 
konstante fiir den hier vorliegenden Fall, da die Gesamtionenkonzentra- 
tion des permeierenden Stoffes infolge sekundarer Vorgiange weit iiber die 
AuRenkonzentration steigt. Doch miiRte natiirlich auch hier beriicksichtigt 
werden, daft nicht der gesamte, sondern nur der als undissoziierte Farbbase 
vorliegende Farbstoff am Permeationsvorgang teilnimmt und daft die Spei- 
cherung primar auf einer Ionenfallenwirkung beruht. 


H. Kinzel, Wien. 


Heitz, E.: Kristallgitterstruktur des Granum junger Chloroplasten von 
Chlorophytum. Expt. Cell Res. 7, 606—608; 1954. 


An Diinnschnitten wird in den Grana junger Chloroplasten einer Chloro- 
phytum-Art elektronenmikroskopisch eine deutliche Kristallgitterstruktur 
beobachtet und durch zwei schéne Aufnahmen belegt. Wahrend die Grana 
alterer Chloroplasten immer eine Lamellenstruktur aufweisen, bestehen die 
Grana junger Chloroplasten aus einem oder mehreren aneinandersitzenden 
Kristallen. Heitz nimmt an, daf das Chlorophyll zuerst im Stroma gebil- 
det wird — da anfangs das ganze Chlorophylikorn fluoresziert — und daf 
es bei gréRerer Konzenitration durch Kristallisation zur Bildung der Grana 
kommt. Er vergleicht diesen Vorgang mit der Starkebildung aus Zucker. 

I. Thaler (Graz). 


Hoffmann-Ostenhof, Otto: Enzymologie. Eine Darstellung fiir Chemiker, 


Biologen und Mediziner. 44 Textabb. XVI, 772 S. Wien: Springer-Verlag 
1954. Ganzl. S 670.—, DM 112.—, $ 26.65, sfr. 114.60. 


Lehrbiicher der Enzymologie sind in der Regel nur fiir Chemiker ge- 
schrieben und oft auch nur fiir diese verstandlich. Der Biologe findet dann 
darin nicht immer das, was er sucht und was er braucht. Das umfang- und 
inhaltsreichhe Werk von Hof fmann-Ostenhof vermeidet in vorbild- 
licher Weise diese Einseitigkeit, es ist von biologischem Geiste ganz durch- 
drungen und bietet daher auch dem Biologen, ob er nun Mediziner, Zoologe, 
Botaniker oder Bakteriologe ist, weit mehr als irgendein anderes ahnliches 
Werk. Uberall ist die ungeheure Literatur bis nahe an das Erscheinungs- 
jahr gewissenhaft und eingehend beriicksichtigt und zitiert. Die Darstellung 
und Gliederung des riesigen Stoffes ist duRerst gelungen und dadurch auch 
die Gefahr beseitigt, da sich der Leser auf dem weiten und weitverzweig- 
ten Areal verirrt. Der Rahmen des Buches ist grof gezogen, und bei wei- 
teren Auflagen werden sich leicht Einfiigungen machen lassen, so etwa iiber 
das Thema ,,The Enzymology of the Cell-Surface“, das soeben im Hand- 
buch .,Protoplasmatologia* von Rothstein eine zusammenfassende Dar- 
stellung erfahren hat. F. Weber (Graz). 


Leyon, H.: The structure of chloroplasts. VI. The origin of the chloro- 
plast laminae. Expt. Cell Res. 7, 609—611; 1954. 


Bemerkenswert ist, daf auch Le y on sich in dieser Arbeit mit dem sub- 
mikroskopischen Bau der Grana junger Chloroplasten beschaftigt und zu 
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demselben Ergebnis wie Heitz kommt. Die ausgezeichneten Mikro- 
aufnahmen zeigen in einem Proplastid von Aspidistra elatior die deutliche 
Lamellenstruktur des Stromas und in der Mitte die Kristallgitterstruktur 
des Primargranum. I. Thaler (Graz). 


Leyon, H., und D. v. Wettstein: Der Chromatophoren-Feinbau bei den 
Phaeophyceen. Zischr. f. Naturf. 9 b, 471—473; 1954. 


Es wurde der submikroskopische Feinbau der Chromatophoren in den 
Eizellen, in den Zellen des Vegetationspunktes und in den Rindenzellen des 
Thallus von Fucus vesiculosus analysiert. In der Eizelle und im Vegetations- 
punkt sind die Chromatophoren spindelférmig, 1,4 u bis 3,3 4 gro® und 
werden von acht bis zehn groben Lamellen (37 + 8 my), die wiederum aus 
je vier feinen Lamellen zusammengesetzt sind, durchzogen. Die aufersten 
Groblamellen biegen an den Enden des Chromatophors um. Von den 
Chromatophoren des Eies zu denen der alteren Zellen findet man alle 
Uberginge. Die Plastiden der Rindenzellen sind gréfer und bestehen aus 
gréberen Lamellen, die sehr locker angeordnet sind. Es scheint eine Liangs- 
teilung der Lamellen in der Mitte des Chromatophors einzutreten, die nicht 
ganz an die beiden Enden fortschreitet. Die Struktur der Chromatophoren 
der Fucaceen ist der Plastidenstruktur der Phanerogamen nicht gleichzu- 
setzen. Seitlich oder an der Spitze der Chromatophoren wurden noch Zell- 
organellen beobachtet, deren Feinstruktur an die der Mitochondrien erin- 
nert. Ausgezeichnete elektronenmikroskopische Bilder geben eine gute Vor- 
stellung des geschilderten Feinbaues. I. Thaler (Graz). 


Strugger, S.: Uber die Struktur der Proplastiden. Forschungsberichte 
des Wirtschafts- und Verkehrsministeriums Nordrhein-Westfalen Nr. 83. 


27 S., 1 Tafel, 6 Abb. im Text. K6ln und Opladen: Westdeutscher Ver- 
lag 1954. 


Die Kontinuitatslehre von Schimper besagt, da die Plastiden nie- 
mals de novo entstehen, daf sie vielmehr Zellorgane sui generis sind, die 
sich schon in der embryonalen Zelle in der Form: von Vorstadien finden. 
Dieser klassischen Auffassung stand die neuere der franzésischen Schule 
vom chondriosomalen Ursprung der Plastiden gegeniiber. Die Untersuchungen 
von Strugger und seiner Schiiler haben die Entscheidung in dieser Frage 
im Sinne der Lehre Schimpers gebracht. Zuniachst wurde durch sorg- 
faltigste Lebendbeobachtung und durch das Studium in geeigneter Weise 
fixierter Zellen die Unterscheidung zwischen Proplastiden und Chondrio- 
somen erméglicht. Im Stroma der Proplastiden lief sich stets ein primiares 
Granum feststellen, das den Chondriosomen durchwegs fehlt. Das primiire 
Granum ist ein kontinuierliches System des Plastids, das zur Teilung be- 
fahigt ist. Diese Befunde wurden zunachst an den Plastiden von Agapan- 
thus ermittelt, bei ihrer grofen Wichtigkeit war es sehr erwiinscht, die 
Untersuchungen auf die Plastiden auch anderer Pflanzen auszudehnen. 
Strugger fand nun in Chlorophytum comosum ein fiir solche Studien 
besonders giinstiges Untersuchungsobjekt. Besser noch als die bisher vor- 
genommene Fixierung mit Osmiumsdure erwies sich bei Chlorophytum 
eine Fixation nach Le witzky. Der Bau der Proplastiden von Chloro- 
phytum und ihr Teilungsmodus erwies sich als identisch mit dem der Pro- 
plastiden von Agapanthus. Dadurch erhielt die Vorstellung von Strugger 
eine wichtige Bestatigung und erweiterte Fundierung. Dadurch wurde auch 
eine kritische Stellungnahme zu der Ansicht von Heitz und Maly er- 
moglicht. F. Weber (Graz). 
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